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 1 EINLEITUNG 
 
 
1.1 Historischer Rückblick 
 
Lungentransplantationen (LTx) sind derzeit ein etabliertes therapeutisches Verfahren 
bei Lungenerkrankungen im Endstadium (Meyers et al. 1999), dabei hat sich die 
Technik der LTx-Chirurgie in den letzten dreißig Jahren ständig weiterentwickelt 
(Davis und Pasque 1995). Bereits ab 1942 zeigten sich erste experimentelle Ansätze der 
LTx an Tieren in der früheren Sowjet-Union. Am 11. Juni 1963 führte Dr. James D. 
Hardy am University of Mississippi Medical Center in den Vereinigten Staaten von 
Amerika erstmals eine erfolgreiche linksseitige LTx am Menschen durch (Benfield und 
Wain 2000; Dalton 1995). Zwischen 1968 und 1971 erfolgten drei Herz-Lungen-
Transplantationen durch Cooley, Lillehei und Barnard (Reichart und Bittmann 1995) 
und im Jahre 1986 konnte in Canada die erste bilaterale Transplantation am Menschen 
vorgenommen werden (Kirby und Mehta 1992). Trotz erfolgreicher Operationstechnik 
war das Kurzzeitüberleben anfänglich noch stark eingeschränkt. Der im Jahre 1963 von 
Hardy transplantierte Patient verstarb bereits am 18. postoperativen Tag an den Folgen 
eines Nierenversagens (Davis und Pasque 1995). Von den mehr als 40 Patienten, 
welche von 1963 bis Mitte der 80er Jahre transplantiert wurden, verließ nur ein Patient 
das Krankenhaus lebend, um 10 Monate später zu versterben (Davis und Pasque 1995). 
Nahezu die Hälfte der Patienten starb nach der ersten postoperativen Woche aufgrund 
von Transplantatversagen durch Abstoßung oder mangelhafte Präservation. 
Hauptursache war neben der noch unausgereiften immunsuppressiven Therapie die 
Insuffizienz der Bronchusnaht (Davis und Pasque 1995). Der Durchbruch gelang, als 
eine Ärztegruppe der University of Toronto eine neuartige Technik der 
Bronchusanastomose mit Hilfe eines Omentumlappens entwickelte. Am 7. November 
1983 führten die Lungenchirurgen aus Toronto mit dieser Technik eine rechtsseitige 
LTx bei einem Patienten mit Lungenfibrose durch. Der Patient wurde bereits nach sechs 
Monaten aus dem Krankenhaus entlassen und überlebte weitere sechs Jahre bevor er im 
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Alter von 65 Jahren an Nierenversagen verstarb (Unilateral lung transplantation for 
pulmonary fibrosis. Toronto Lung Transplant Group 1986).  
Die operativen Techniken wurden ebenso wie das übrige postoperative Management in 
den folgenden Jahren ständig weiterentwickelt, so dass von 1983 bis 2006 mehr als 
25.000 Transplantationen an über 210 Zentren weltweit durchgeführt werden konnten 
(Trulock et al. 2006). Dabei ist die LTx Patienten vorbehalten, welche an irreversibler, 
progressiv fortschreitender Lungenerkrankung im Endstadium leiden und deren 
Lebenserwartung trotz suffizienter medikamentöser Therapie weniger als 12 bis 18 
Monate beträgt (Davis und Pasque 1995). Die Anzahl der verschiedenen Krankheiten, 
welche im terminalen Stadium eine LTx indizieren, stieg in den letzten Jahren ständig 
an (Davis und Pasque 1995). Im Hinblick auf die Genese kann zwischen obstruktiven 
(chronic obstructive pulmonary disease (COPD), Emphysem), restriktiven (Fibrose), 
vaskulären (Pulmonale Hypertonie) sowie chronischer Infektion zugrundeliegenden 
Lungenerkrankungen (Bronchiektasen, Zystische Fibrose) unterschieden werden 
(Santillán-Doherty et al. 2005). Tabelle 1.1 soll einen Überblick über die wichtigsten 
Indikationen für eine LTx geben (Davis und Pasque 1995). Die derzeit am häufigsten 
diagnostizierte Erkrankung, welche zu einem terminalen Lungenversagen führen kann, 
ist die chronisch obstruktive Lungenerkrankung (COPD) (Santillán-Doherty et al. 
2005).  
Mögliche Indikationen für die Lungentransplantation  
Emphysem (auch: Alpha-1-Antitrypsinmangel) 
COPD (chronic obstructive pulmonary disease) 
Zystische Fibrose 
Primäre und sekundäre Pulmonale Hypertonie  
Idiopathische Lungenfibrose/Interstitielle Lungenerkrankungen 
Obliterative Bronchiolitis 
Eosinophile Granulomatose 
Lymphangioleiomyomatosis 
Sarkoidose 
Bronchiektasen 
 
 
 Tabelle 1.1: Indikationen (Auszug) für eine Lungentransplantation (nach Davis und Pasque 1995). 
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1.2 Postoperativer Langzeitverlauf und Bronchiolitis 
obliterans 
 
Seit der Einführung der LTx in den frühen 1980igern wurden signifikante 
Verbesserungen hinsichtlich der Operationstechniken, der Diagnose, des postoperativen 
Managements und der Behandlung häufig auftretender Infektionen gemacht. Diese 
Verbesserungen führten zu einem Anstieg im Kurzzeitüberleben der Patienten, 
wohingegen das Langzeitüberleben, vor allem durch die Entwicklung einer chronischen 
Abstoßung (CR) begrenzt bleibt (Estenne und Hertz 2002). Gemäß den aktuellen Daten 
der International Society of Heart and Lung Transplantation (ISHLT) betragen die           
5-Jahresüberlebensrate nach LTx 52% und die 10-Jahresüberlebensrate nach LTx 29% 
(Gomez und Reynaud-Gaubert 2010), womit sie immer noch weit unter den 
Überlebensraten nach Herz-, Leber- oder Nierentransplantation liegen (Åberg et al. 
2011; Maron et al. 2010; Hashiani et al. 2010; Sandhu et al. 2011) (siehe Tabelle 1.2). 
 
Transplantiertes Organ      1- JÜR 5- JÜR 10- JÜR 
Lungen-TPL (Gomez et al., 2010) 79% 52% 29% 
Herz-TPL     (Maron et al., 2010) 82% 70% 49% 
Leber-TPL    (Sandhu et al., 2011;  
                           Aberg et al., 2011) 
91% 75% 66% 
Nieren-TPL  (Hashiani et al., 2010) 94% 82% 80% 
 
Tabelle 1.2: Überblick über die 1-, 5- und 10-Jahresüberlebenrate nach Lungen-, Herz-, Nieren- sowie 
Lebertransplantation.  Abkürzungen: TPL = Transplantation, JÜR = Jahresüberlebensrate. 
 
Die chronische Abstoßung, welche sich als Bronchiolitis obliterans (BO) oder als das 
klinische Korrelat der BO, dem Bronchiolitis obliterans Syndrom (BOS) manifestiert, 
stellt die bedeutendste Ursache für Langzeitmorbidität und –mortalität dar. Sie betrifft 
über 40% der Patienten nach dem zweiten und zwischen 43-80% nach dem fünften 
postoperativen Jahr (Estenne und Hertz 2002; Belperio et al. 2009). Die BO wird als 
entzündlich fibrotischer Prozess definiert, der die kleinen, nicht-knorpeligen Atemwege 
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bzw. Bronchiolen betrifft (Belperio et al. 2009). Die Ätiologie der BO ist immer noch 
unklar. Hinsichtlich der Pathogenese wird vermutet, dass die BO auf einem 
wiederkehrenden Verletzungsmechanismus der Epithelzellen des Transplantatorgans 
beruht, der schließlich zur fibrotischen Vernarbung und Obliteration der bronchialen 
Lumina der kleineren Luftwege führt. Die Krankheitsentstehung der BO ist komplex 
und beinhaltet sowohl alloimmune als auch nicht-alloimmune Prozesse, die entweder 
allein oder in Kombination agieren (Belperio et al. 2009). Die durch allogene 
Abstoßungsreaktionen freigesetzten Zytokine, Chemokine oder Wachstumsfaktoren 
bilden dabei jeweils nur einen Baustein in der Entwicklungskaskade der BO (Belperio 
et al. 2009). Eine erfolgreiche Therapie der BO steht weiterhin aus. Als wichtigster 
Risikofaktor für die Entwicklung einer BO werden die akuten Abstoßungen (AR) nach 
LTx angesehen (Hachem 2009). Sharples et al. (2002) beschreibt einen signifikanten 
Zusammenhang zwischen der Entstehung der BO und der Häufigkeit sowie dem 
Schweregrad einer AR. Als weitere Risikofaktoren gelten Infektionen, Ischämie, ein mit 
dem Zytomegalievirus infizierter Spender sowie HLA-Mismatch (HLA= human 
leukocyte antigen, zu Deutsch: HL-Antigen) (Yousem et al. 1996). Der derzeitige 
Schwerpunkt liegt auf der Steuerung und Inhibierung der AR. Die Grundzüge der 
Immunsuppression, speziell die neueren Immunsuppressiva sollen im Folgenden 
erläutert werden.  
 
1.3 Immunsuppression nach LTx 
 
1.3.1 Grundzüge der immunsuppressiven Therapie nach LTx 
 
Langzeitergebnisse nach LTx blieben in den Anfängen der LTx versagt, da es an einer 
ausreichend nebenwirkungsarmen Immunsuppression noch mangelte, wobei 
insbesondere die Bronchusnaht unter der damals üblichen Kortisongabe limitierend 
wirkte (Reichart und Bittmann 1995). Eine verbesserte Immunsuppression war erst ab 
Ende der siebziger Jahre gegeben, als der Schweizer Borel das Cyclosporin A entdeckte, 
ein Polypeptid, das durch seine neuartigen Eigenschaften keinen Effekt auf die 
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Wundheilung und das retikuloendotheliale System aufwies (Reichart und Bittmann 
1995). Das heutzutage von der ISHLT empfohlene Therapieregime im postoperativen 
Verlauf ist eine sogenannte Triple-Therapie, bestehend aus drei Typen von 
Immunsuppressiva, einem Calcineurin-Inhibitor (CNI), einem Antimetaboliten sowie 
einem Kortikosteroid (Snell und Westall 2007). Die Calcineurin-Inhibitoren Ciclosporin 
und Tacrolimus bilden dabei einen Grundstein in der Langzeit-Immunsuppression nach 
LTx (Trulock et al. 2006). Durch die Inhibition des intrazytoplasmatischen Ciclosporins 
wird sowohl die Aktvierung von T-Lymphozyten als auch die Interleukin-2-Produktion 
gehemmt (Snell und Westall 2007; Schreiber et al. 1991). Als Antimetaboliten werden 
häufig Azathioprin oder Mycophenolat Mofetil (MMF) eingesetzt (Snell und Westall 
2007). Azathioprin wirkt durch die Hemmung der DNA, RNA und de novo 
Purinsynthese limitierend auf die Proliferation von B- und T-Lymphozyten. Auch MMF 
hemmt die Proliferation von Lymphozyten, zeigt jedoch als Inhibitor der Inosin-
Monophosphat-Dehydrogenase eine erhöhte Selektivität und verminderte Toxizität im 
Vergleich zu Azathioprin, was sich auch in der steigenden Anwendungshäufigkeit der 
letzten Jahre zeigt (Snell und Westall 2007; Trulock et al. 2006). Methylprednisolon 
(MP) als Kortisonabkömmling wird häufig als drittes Immunsuppressivum gegeben, 
obwohl von einem erfolgreichen Absetzen nach Jahren der Transplantation nur 
eingeschränkt berichtet wird (Knoop et al. 2004; Borro et al. 2005). MP wird häufig 
universal eingesetzt: als dreitägige, intravenöse Bolustherapie in der Phase der akuten 
Abstoßung (10mg/kg/Tag) (Snell und Westall 2007), als Hochdosistherapie zur 
Behandlung des Bronchiolitis obliterans Syndroms (Snell et al. 1996), aber auch als 
Langzeitimmunsuppressivum nach LTx (Knoop et al. 2004).  
Da die Patienten oft verschiedenen Alters sind und eine unterschiedlich körpereigene 
Toleranz gegenüber Immunsuppressiva und ihren Nebenwirkungen besitzen, muss für 
jeden Patienten eine individuell zusammengestellte Therapie angewendet werden 
(Trulock et al. 2006). Um dieses Ziel zu erreichen und Abstoßungsrisiken zu 
vermindern, wird von der ISHLT eine breite Palette an Kombinationsmöglichkeiten der 
verschiedenen Immunsuppressiva vorgeschlagen, welche auch gegeneinander 
ausgetauscht und in der Dosis variiert werden können (Trulock et al. 2006; Trulock 
1993). Die derzeit am häufigsten eingesetzten Langzeit-Immunsuppressiva, die 
Calcineurin-Inhibitoren und Tacrolimus, besitzen jedoch ein erhebliches 
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Nebenwirkungspotential. Sie erhöhen nicht nur das Risiko für Infektionen und 
Krebsentstehung, sondern haben auch eine fibrosefördernde Komponente, was ein 
chronisches Transplantatversagen induzieren kann (Kessler et al. 2006). Um diese 
Nachteile zu minimieren und das Transplantatüberleben zu verbessern, ist es nötig nach 
neuartigeren Substanzen zu forschen, die an Stelle der CNI oder zusätzlich verabreicht 
werden können (Koch 2009). 
 
1.3.2 Everolimus 
 
Eine Klasse dieser erst seit einigen Jahren bekannten Immunsuppressiva sind die 
„mammilian target of rapamycin- Inhibitoren“ (mTOR-Inhibitoren), zu denen auch 
Rapamycin (Synonym: Sirolimus) und sein Derivat Everolimus (Synonym: RAD 
(=Rapamycin-Derivat)) gehören (Koch 2009). Rapamycin ist ein Makrolid, das von den 
Streptomyzeten Streptomyces hygroscopicus produziert wird und 1975 das erste Mal 
aus Bodenproben der Osterinseln (Rapa Nui) isoliert wurde (Saunders et al. 2001; Sacks 
1999).  
 
Abbildung 1.1: Stäbchenform (A) und chemische Strukturformel von Everolimus/RAD (B) (Atkins et al. 
2009). 
A B 
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Bei dem Derivat Everolimus handelt es sich um ein makrozyklisches Lakton, welches 
aus Rapamycin durch die Ergänzung einer Hydroxylgruppe und Alkylierung in Position 
40 synthetisch hergestellt wird (Hussar 2000) (siehe Abbildung 1.1). 
Everolimus und Rapamycin besitzen die gleiche molekulare Wirkung, unterscheiden 
sich jedoch voneinander hinsichtlich ihrer pharmakokinetischen Eigenschaften. 
Everolimus hat eine kürzere Halbwertszeit (23h statt 60h) und benötigt eine geringere 
Zeit bis zum Erreichen des Steady state (4 statt 6 Tage) als Rapamycin (Koch 2009). 
Auch kann Everolimus zeitgleich mit Ciclosporin A gegeben werden, während 
Rapamycin in einem vierstündigen Abstand verabreicht werden soll (Chapman et al. 
2007). 
Das Rapamycin-Derivat (RAD) inhibiert die Wachstumsfaktor-stimulierte Proliferation 
von Lymphozyten und mesenchymalen Zellen, welche im Verlauf der zellulären 
Immunantwort auf ein körperfremdes Antigen eingeleitet wird (Schuler et al. 1997). 
Auf molekularer Ebene lässt sich die antiproliferative Wirkung von RAD damit 
erklären, dass es an sein intrazelluläres Rezeptorprotein, das FK506-Binding-Protein-12 
(FKBP-12) bindet. Der Komplex aus RAD/FKBP-12 bindet wiederum an das FKBP-
Rapamycin-associated-Protein (FRAP), das auch als mTOR (mammalian target of 
rapamycin, etwa: „Ziel des Rapamycins bei Säugetieren“) bezeichnet wird, so dass ein 
trimolekularer Komplex entsteht (Hentges et al. 2001). Durch diese Interaktion wird die 
FRAP (mTOR)-gesteuerte Phosphorylierung und Aktivierung der Zellzyklus-
spezifischen Kinase p70S6-Kinase sowie des elongation-factor-4E-bindenden Proteins 
(4E-BP1) inhibiert. Die p70S6-Kinase stimuliert im aktiven Zustand die Biosynthese 
von ribosomalen Kompomenten und ist somit bedeutend für das Fortschreiten des 
Zellzyklus und der Zellproliferation (Hentges et al. 2001).  
Durch die Blockade ist eine Induktion der G1- in die S-Phase des Zellzyklus nicht mehr 
möglich, was eine Hemmung der Zellproliferation zur Folge hat (Nashan 2002; Vilella-
Bach et al. 1999; Manger 2004).  
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Die Abbildung 1.2A und 1.2B geben einen Überblick über den molekularen 
Wirkungsmechanismus von Everolimus. 
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Abbildung 1.2 (A und B): Vereinfachte Darstellung des molekularen Wirkungsmechanismus von 
Everolimus (erstellt nach Manger 2004, Nashan 2002). 
Bild A zeigt den physiologischen Mechanismus der Zellproliferation. Bild B zeigt die Hemmung des 
Proliferationssignals durch Everolimus mittels Inhibition der P70 S6-Kinase und anschließendem Arrest 
des Zellzyklus in der G1-Phase.  
Abkürzungen: GF = Growth factor; PI-3-Kinase = Proliferation Inhibitor-3-Kinase; FKBP-12 = FK506-
bindendes-Protein-12; FRAP = FKBP-Rapamycin-assoziiertes Protein; mTOR = mammilian target of 
rapamycin; 4E-BP = elongation-factor-4E-bindenden Protein. 
 
 
Durch die Inaktivierung der mTOR (FRAP)-Kinase inhibiert Everolimus, im Gegensatz 
zu den CNI, die Wachstumsfaktor-getriggerte Zellproliferation. Es wurde gezeigt, dass 
Everolimus nicht nur die Wachstumsfaktor-stimulierte Lymphozytenproliferation 
hemmt (Schuler et al. 1997; Böhler et al. 1998), sondern auch die Proliferation der 
nicht-hämatopoetischen Zellen, wie beispielsweise der Mesangial-Zellen (Kim et al. 
2004). Zudem wird im Zusammenhang mit dem Rapamycin-Derivat von einer 
Hemmung des Gefäß-Remodelings berichtet (Schuurman et al. 1999) sowie von einer 
Induktion der Apoptose in aktivierten Tubuluszellen bei der Niere (Lutz et al. 2003). 
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1.4 Vorarbeiten aus der Arbeitsgruppe 
 
Die Arbeitsgruppe unter Leitung von PD Dr. med. S. Hirt hat sich mit dem Thema der 
chronischen Abstoßung nach allogener LTx auseinandergesetzt und hat die allogen-
abhängigen sowie allogen-unabhängigen Einflussfaktoren auf die chronische Abstoßung 
untersucht. Als Transplantationsmodell wurde ein der klinischen Situation nahes, 
allogenes Inzuchtmodell der Ratte (F344[RT]
lvl
-Ratten>WKY[RTl]
l
) gewählt, in 
welchem eine orthotope, linksseitige LTx durchgeführt wurde. In mehreren, verschieden 
aufgebauten Versuchsreihen konnten Hirt et al. (1998, 1999, 2003) in diesem Modell 
wichtige Zusammenhänge sowohl bezüglich der Wirkung der Immunsuppressiva auf 
die akute und chronische Abstoßung als auch bezüglich des Behandlungszeitpunktes 
aufzeigen: 
Die allogen transplantierten Ratten zeigten ohne jegliche Therapie am postoperativen 
Tag 14 (POD= postoperative day) nach LTx eine moderate bis schwere akute 
Abstoßung mit hochgradiger lymphozytärer Bronchiolitis, welche in einer chronischen 
Transplantatabstoßung mit BO und vaskulärer Sklerose endete. 
Behandelte man die allogen transplantierten Ratten nach LTx mit einer konventionellen 
Triple-Immunsuppression (CsA, Azathioprin und Prednisolon), so entwickelten die 
Tiere in dieser Versuchsreihe weder eine akute noch eine chronische Abstoßung. 
Hinsichtlich des Behandlungszeitpunktes zeigte Hirt et al. (1998, 1999), dass die frühe 
akute Abstoßung den bedeutendsten Einflussfaktor auf die Entwicklung einer 
chronischen Abstoßung darstellt. Dazu führte er zwei weitere Versuchsreihen durch:  
1. In dem ersten Versuch wurden die Tiere zu einem frühen Zeitpunkt (POD 9-11) 
mit einer konventionellen Abstoßungsbehandlung mittels drei konsekutiver, 
hochdosierter Kortison-Boli behandelt. Durch diese frühe Kortisongabe konnte 
die akute Inflammation reduziert und somit der chronische Verlauf 
abgeschwächt werden. 
2. In einem zweiten Ansatz erhielten die Tiere die gleiche Kortisontherapie, jedoch 
erst zu einem späteren Zeitpunkt (POD 14-16), an welchem sich die akute 
Abstoßung gerade an ihrem Zenit befand. Dabei war zwar eine Rückbildung des 
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histologischen Grades der akuten Transplantatabstoßung möglich, jedoch war 
die inflammatorische Schädigung des Transplantates bereits so weit 
fortgeschritten, dass bei progredienter Destruktion ein irreversibler 
Transplantatverlust resultierte.  
Aus den Ergebnissen der beiden Versuchsansätze wird deutlich, dass der Zeitpunkt des 
Behandlungsbeginnes bei einer akuten Abstoßung erheblichen Einfluss auf den weiteren 
Verlauf der Abstoßung nimmt. Im Rattenmodell zeigten die Tiere, bei welchen die 
akute Abstoßung zu einem späteren Zeitpunkt behandelt wurde, die gleiche 
Transplantatdestruktion wie die unbehandelten Ratten. Lediglich bei konsequenter 
Suppression des akuten Abstoßungsgeschehens unmittelbar nach LTx konnte die 
Ausbildung der chronischen Transplantatabstoßung abgeschwächt werden. Auch in der 
klinischen Situation wird eine Abstoßungsbehandlung nach LTx erst bei Auftreten 
klinischer Symptome und nach Ausschluss relevanter Differentialdiagnosen initiiert und 
damit gemäß Hirt et al. zu spät behandelt. Falls eine Suppression der inflammatorischen 
Reaktion erst zum Zeitpunkt eines bereits fortgeschrittenen akuten 
Abstoßungsgeschehens erfolgt, dann lässt sich zwar das Ausmaß der akuten 
Transplantatabstoßung supprimieren, jedoch hat die perivaskuläre und peribronchiale 
Infiltration durch aktivierte mononukleäre Entzündungszellen bereits eingesetzt und 
damit zu einer beträchtlichen Destruktion des Gefäßendothels sowie des 
Bronchialepithels geführt. Hirt et al. zeigte, dass der konsekutiv einsetzende, 
überschiessende Reparaturprozess nicht mehr zu einer restutio ad integrum führen wird, 
sondern in einer Transplantatvernarbung mit dem histologischen Bild einer BO, einer 
vaskulären Sklerose sowie einer interstitiellen Fibrosierung resultiert (Hirt et al. 1998; 
Hirt et al. 1999).  
 
1.5 Studiendesign und –ziel 
 
Die Studie baut auf den bereits vorliegenden tierexperimentellen Ergebnissen von Hirt 
et al. (1999; 1998) auf und wird wie die vorhergehenden Versuche in einem Modell der 
unilateralen LTx der Inzuchtratte durchgeführt. Die Ergebnisse von Hirt et al. 
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unterstreichen die Notwendigkeit einer effektiven Therapie der akuten Abstoßung nach 
LTx, um die chronische Rejektion zu vermeiden. Mit der bislang im klinischen Alltag 
etablierten Mehrfach-Immunsuppression ist es bislang nicht möglich die 
inflammatorische Reaktion bei einer akuten/subakuten Abstoßungsreaktion so effizient 
zu supprimieren, dass chronisch-irreversible, strukturelle Transplantatschäden 
verhindert werden. Diese derzeit schlechten klinischen Ergebnisse hinsichtlich des 
Transplantatüberlebens und die teils schweren Nebenwirkungen der gängigen 
immunsuppressiven Medikamente verstärken die Nachfrage nach neueren 
Immunsuppressiva mit anderem Wirkungsmechanismus. Der mTOR-Inhibitor 
Everolimus steht im Zentrum unserer Untersuchungen, da er einen anderen 
Angriffspunkt als die konventionellen Immunsuppressiva besitzt. Er zeigt einen 
antiproliferativen Effekt, indem er auf direktem Wege die Wachstumsfaktor-gesteuerte 
Zellproliferation der immunmodulierenden T-Zellen inhibiert. Ziel dieser Studie ist es 
zu zeigen, welchen Einfluss das relativ neue Immunsuppressivum Everolimus auf die 
chronische Abstoßung nimmt, wenn es ab dem POD 14 gegeben wird.  
Everolimus wurde am POD 14 appliziert, zu einem Zeitpunkt, an dem sich die akute 
Abstoßung gerade an ihrem Zenit befand. Dieser Behandlungszeitpunkt wurde gewählt, 
da diese Studie primär den Einfluss von Everolimus auf den Verlauf der chronischen 
Abstoßung und weniger den therapeutischen Effekt auf die akute Abstoßung 
untersuchen soll. Die medikamentöse Intervention erfolgt zur Zeit der maximalen 
Ausprägung der akuten Abstoßung, um diese möglicherweise derart zu beeinflussen, 
dass die chronische Abstoßung vermindert oder verzögert werden kann. Auch in der 
humanen Lunge wird die akute Abstoßung meist erst dann therapiert, wenn der Patient 
bereits Symptome zeigt und das Abstoßungsgeschehen histologisch moderat ausgeprägt 
ist, da derzeit immer noch eine Problematik in der Früherkennung der akuten 
Abstoßung besteht (Belperio et al. 2009). Da die akute Abstoßung nicht homogen, 
sondern fleckenhaft im Lungengewebe auftritt, sind die für die Primärdiagnostik 
wichtigen transbronchialen Lungenbiopsien oft unergiebig und unsicher (Belperio et al. 
2009). Aus diesem Grund geht man derzeit davon aus, dass viele akute 
Abstoßungsreaktionen im klinischen Alltag unerkannt bleiben (Martinu et al. 2010). So 
wurde in der vorliegenden Arbeit der Beginn der Immunsuppression auf den Zenit der 
akuten Abstoßung (A3-A4) gelegt. Damit war es möglich, Akkumulationen akuter 
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Abstoßungsreaktionen, schwer verlaufende oder rezidivierende Verläufe der humanen 
akuten Abstoßung zu simulieren. Bei der gewählten therapeutischen Dosis von 
Everolimus nach LTx hat sich die vorliegende Studie an den Erfahrungen orientiert, die 
bei Nierentransplantationen im Rattenmodell sowie in allogenen Versuchen bei 
Herztransplantationen gemacht wurden (Schuler et al. 1997; Schuurman et al. 1997). 
Die therapeutische Breite bei Everolimus liegt zwischen 0.5 und 5 mg/kg/Tag, jedoch 
treten bei kontinuierlich hohen Dosen vermehrt Nebenwirkungen, insbesondere ein 
Gewichtsverlust im Rattenmodell, auf (Schuurman et al. 1997; Hausen et al. 1999; 
Hausen et al. 2000). Aus diesem Grund und basierend auf den Erfahrungen von Hausen 
et al. (1999; 2000) wurde Everolimus in dem vorliegenden Versuchsaufbau mit einer 
Dosis von 2.5 mg/kg/Tag appliziert.  
Um die Wirkung von Everolimus auf die Ausbildung der chronischen Abstoßung 
untersuchen zu können, wurden die Lungen in bestimmten Zeitintervallen (POD 20, 30, 
60 und 100) histologisch gefärbt und der Ausprägungsgrad gemäß den Kriterien der 
ISHLT bestimmt. Auf diese Weise ließ sich der Effekt von Everolimus auf den Verlauf 
der akuten und insbesondere der chronischen Abstoßung über die Zeit verfolgen. Da 
auch das Zusammenspiel der immunmodulierenden Zellen eine wichtige Rolle bei der 
Pathogenese der chronischen Abstoßung spielt, wurde der antiproliferative Effekt des 
Medikamentes auf die Infiltration von Immunzellen ins Gewebe untersucht. Dazu 
wurde mittels immunhistochemischen Methoden die Expression von ED1 
(Makrophagen-Marker), CD11a und CD18 (Leukozyten-Marker) im Lungengewebe 
bestimmt. Um den Einfluss von Everolimus auf die Endothelzellen des Transplantats 
und das Geschehen der vaskulären Sklerose darzustellen, erfolgte zudem eine 
immunhistochemische Anfärbung der Adhäsionsmoleküle ICAM-1 und P-Selektin, 
welche von dem Gefäßendothel exprimiert werden.  
Aus den obigen Ausführungen ergibt sich folgende Fragestellung: Hat der ab POD 14 
nach LTx verabreichte mTOR-Inhibitor Everolimus Einfluss auf die chronische 
Abstoßung, und wenn ja, welcher Art? Ist der Behandlungszeitpunkt sowie die 
immunsuppressive Dosis ausreichend um die chronische Abstoßung zu verzögern, 
abzumildern oder gar vollständig zu inhibieren? 
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 2 MATERIAL UND 
METHODEN 
 
 
2.1 Tiermodell 
 
Zur Untersuchung der Fragestellung dieser Arbeit wurde das Modell der linksseitigen 
orthotopen Lungentransplantation (LTx) in der Ratte gewählt. Für die allogene 
Transplantation diente der Wistar-Kyoto-Rattenstamm (WKY[RTl]
l
-Ratten) als 
Empfänger und der Fischer-Rattenstamm (F344[RT]
lvl
-Ratten) als Spender. Für die 
syngenen Transplantationen wurden WKY[RTl]
l
-Ratten als Spender- und 
Empfängertiere herangezogen. Die Untersuchungen konzentrierten sich neben der 
Beobachtung des gesundheitlichen Verlaufes der transplantierten Tiere auf histologische 
und immunhistologische Auswertungen.  
Für die Versuche wurden männliche Inzuchtratten der Firma Charles River verwendet. 
Die Tiere waren zum Versuchszeitpunkt 8-9 Wochen alt und wogen ca. 200-300g. 
Ungefähr gleich schwere Tiere wurden als Versuchspaare gewählt. Die Haltung der 
Tiere erfolgte in den zentralen Tierlaboratorien der Universität Regensburg unter 
konventionellen Umweltbedingungen (22°C Raumtemperatur, 50-60% Luftfeuchtigkeit, 
normaler Tag-/Nachtrhythmus). Es wurden maximal 5 Tiere/Käfig in offenen Euro-Typ 
IV-Polycarbonatkäfigen (595x380x200mm; Käfignutzfläche: 1820 cm²) gehalten, 
welche mit normaler Kleintiereinstreu mit Weichholzgranulat (Fa. SSniff GmbH) 
ausgestattet waren. Die Käfige wurden einmal pro Woche gewechselt und mit 80 °C 
heißem Wasser gereinigt. Die Fütterung der Tiere erfolgt ad libitum mit Standard-
Diäten für Labornager (Fa. SSniff GmbH, Haltungsfutter V1535). Leitungswasser stand 
den Tieren aus Tränkeflaschen unbegrenzt zur Verfügung. Vor Beginn der Versuche 
wurden die Tiere circa zwei Wochen an die Haltungsbedingungen adaptiert.  
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Für die Durchführung der Versuche wurde ein Tierschutzantrag gestellt und von der 
Regierung der Oberpfalz am 24.07.2009 unter dem Aktenzeichen 54-2532.1-05/09 
genehmigt.  
 
2.2 Narkose, Beatmung und Transplantation 
 
Die Tierversuche für die vorliegende Arbeit wurden von Frau Eva Lesser sowie von 
Frau Dr. med. vet. Marietta von Süsskind-Schwendi an der Universität Regensburg 
durchgeführt. Im Folgenden wird eine detaillierte Beschreibung der Narkose, Beatmung 
und des Transplantationsablaufs gegeben. Eine inhaltlich ebenso ausführliche 
Darstellung des Operationsablaufes ist der Habilitationsschrift von PD Dr. Stephan Hirt 
zu entnehmen, welcher die Vorversuche an der Universität Kiel durchgeführt hat (Hirt; 
Hirt et al. 1999; Hirt et al. 1998).  
Sämtliche chirurgische Eingriffe, wie auch das Töten der Tiere erfolgten in tiefer 
Narkose. Die Spender- und Empfängeroperationen wurden unter hygienisch sauberen, 
jedoch nicht sterilen Bedingungen durchgeführt.  
 
2.2.1 Narkose und Beatmung 
 
Die Spender- und Empfängertiere wurden präoperativ gewogen und im abdominalen 
und thorakalen Bereich rasiert und desinfiziert. Die Spenderratten erhielten subkutan 
eine Dreifachnarkose aus Medetomidin (150 µg/kg KG) (Domitor, Pfizer, Karlsruhe), 
Midazolam (2 mg/kg KG) (Midazolam-ratiopharm 15 mg/3 ml, Ratiopharm, Ulm) und 
Fentanyl (5 µg/kg KG) (Delta Select 0,1 mg/2 ml). Hierbei wurde neben der 
narkotischen auch eine gute analgetische Wirkung erzielt.  
Die Empfängertiere erhielten unter einer kurzen Isofluran-Rauschnarkose (Flow 0,8-2 
L/min) eine Injektion des in der Tiermedizin verwendeten Narkotikums Chloralhydrat 
(300 mg/kg) intraperitoneal (i.p.) sowie ein zentral wirksames Opiat (Buprenorphin 
0,05-0,1 mg/kg KG s.c. alle 12h). Chloralhydrat bietet für diese Art der Operation den 
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Vorteil, dass es neben der narkotischen Komponente eine atemdepressive Wirkung 
besitzt, da das Tier intraoperativ (unter Beatmung) weniger selbständig mitatmet. 
Anschließend wurden die Ratten mittels eines 16G-Abbokath-Katheters endotracheal 
intubiert und an eine Isofluran-Inhalationsnarkose (Baxter, Unterschleißheim) mit 
einem Gasfluss von 0,8-1,5 L/min angeschlossen. Während der gesamten 
Operationsdauer erfolgte eine maschinelle Beatmung der Tiere (Havard Apparatus 
Modell 683) mit 100%igem Sauerstoff bei einer Atemzugfrequenz von 40-50/min und 
einem Atemzugvolumen von 2,5 ml. Zur Erhaltung der weiteren Narkose mit Isofluran 
wurde ein Gasfluss von 1,5 L/min eingestellt. Während der chirurgischen Manipulation 
am Brustkorb wurden die narkotisierten Ratten zur Reduktion der bronchialen Sekretion 
und zum Schutz der vagalen Inhibition mit 0,2 mg/kg KG Atropinsulfat (B.Braun 
Melsungen AG, Melsungen) intramuskulär prämediziert.  
 
2.2.2 Spenderoperation 
 
Die Tiere wurden wie oben beschrieben narkotisiert und in dorsaler Lage befestigt. 
Nachdem ihre Bauchdecke mittels eines medianen Laparotomieschnitts eröffnet wurde, 
erfolgte über die untere Hohlvene eine Vollheparinisierung durch Injektion von 1500 
Einheiten/kg KG Heparin –Natrium 25000 (Ratiopharm, Ulm) (siehe Abbildung 2.1). 
Anschließend wurde der Thorax eröffnet und über den rechten Ventrikel eine 
Perfusionskanüle in die A. pulmonalis eingebracht, über welche eine Perfusion der 
Lunge mit 4°C kalter modifizierter Euro-Collinslösung (10 ml) (EC, Fresenius Pharma, 
Gräfeling) mit Zusatz von 1,25 µg Prostaglandin (Ilomedin 20µg/ml, Bayer AG, 
Leverkusen) erfolgte. Das Prostaglandin wirkte unterstützend durch einen 
vasodilatativen und einen antithromobogenen Effekt. Nach Beendigung der Perfusion 
wurden beide Lungen entnommen und die linke Lunge bis zur Implantation in 4°C 
kalter modifizierter Euro-Collins-Lösung gelagert. Die Ischämiezeit betrug eine Stunde. 
Eine weiße Farbe und ein niedriges Gewicht der Lunge gaben Hinweis auf eine gute 
Perfusion des Organs. Lungen mit rotfleckigen Gewebe und erhöhtem Gewicht ließen 
auf ein interstitielles Ödem oder eine verminderte Perfusion schließen und wurden nicht 
zur Transplantation zugelassen. Die mitperfundierten rechten Lungen gelangten als 
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Kontrollgewebe und zum Ausschluss von immanenten Infektionen des Spendertieres 
zur histologischen Aufarbeitung. Das Spendertier starb mit Beginn der Lungenperfusion 
schmerzfrei in tiefer Narkose. Die Dauer des Eingriffes betrug etwa 5 Minuten.  
 
 
 
Abbildung 2.1: Spenderoperation. 
Abbildung A zeigt das Spendertier narkotisiert und in dorsaler Lage fixiert. Es ist die bereits 
durchgeführte mediane Laparotomie der Bauchdecke dargestellt. In Abbildung B ist der Thorax des 
Tieres eröffnet. Die Lunge soll im nächsten Schritt vorsichtig mit dem Tupfer nach außen verlagert 
werden, um anschließend Bronchus und Gefäße darstellen und freipräparieren zu können. 
  
B 
A 
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2.2.3 Empfängeroperation 
 
Die Narkose der Empfängertiere wurde wie oben erläutert durchgeführt. Nach der 
Desinfektion des Operationsbereiches wurde das Tier linksseitig im dritten oder vierten 
Intercostalraum thorakotomiert und anschließend das Operationsfeld durch einen 
Rippen-Mikrospreizer (Fa. Aesculap, Tuttlingen) geöffnet. Nach Verlagerung der linken 
Lunge aus dem Thorax nach extrakorporal, erfolgten die weiteren Schritte der OP unter 
einem speziellen Operationsmikroskop (Fa. Wild M 650, 16-fache Vergrößerung). Die 
ausgelagerte, linke Lunge wurde zwischen zwei Tupfern gebettet und in Tücher 
eingewickelt. Nun wurden der linksseitige Hauptbronchus sowie die Arteria bzw. Vena 
pulmonalis freipräpariert. Der Bronchus wurde mit einer zentralen Ligatur okkludiert 
und die vaskulären Strukturen mit einer zentral im Hilus platzierten Klemme abgesetzt. 
Bei den Gefäßen wie auch beim Bronchus war man darauf bedacht möglichst lange 
Stümpfe zu belassen, so dass die Absetzung der Strukturen weit peripher erfolgte. Unter 
Schonung neuronaler Strukturen (N. phrenicus, N. vagus) wurde die linke Lunge 
explantiert. Nach Entnahme der linken Empfängerlunge erfolgte die Implantation der 
linken Spenderlunge. Zuvor wurden die ebenfalls lang belassenen Stümpfe der Gefäße 
und des Bronchus der Spenderlunge auf die passende Länge gekürzt. Die 
Pulmonalvenenstümpfe von Spender- und Empfängerlunge wurden mittels End-zu-End-
Anastomose mit Prolene 10.0 BV6 (Fa. Ethicon, Norderstedt) fortlaufend genäht. In 
gleicher Technik und mit identischem Nahtmaterial wurden auch die 
Pulmonalarterienstümpfe miteinander anastomosiert. Es folgte die Öffnung der 
Gefäßklemme und somit die Reperfusion des bis dahin ischämischen Lungengewebes. 
Anschließend wurde die End-zu-End-Anastomose des Spender- und 
Empfängerbronchus mittels fortlaufender Technik mit Prolene 9.0 BV4 (Fa. Ethicon, 
Norderstedt) genäht. Es erfolgte zunächst lediglich die Naht der Bronchushinterwand 
um die Empfängerlunge durch die offene Anastomose mittels Kanüle atelektasefrei zu 
blähen. Im nächsten Schritt wurde die bronchiale Anastomose fertig gestellt und die 
zentrale Ligatur des Empfängerbronchus gelöst. Die darauf folgende Wasserprobe 
diente zur Kontrolle und Sicherstellung der Anastomosendichtigkeit. Nach Einlegen 
einer Thoraxdrainage (Aboocath 16G, Abbot-Diagnostics, Wiesbaden) und 
nochmaligen Blähen der Lunge wurde der Thorax mit Prolene 4.0 SH1 (Fa. Ethicon, 
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Norderstedt) in vier Schichten verschlossen. Sobald ausreichende Spontanatmung und 
der Kornealreflex festzustellen war, wurde das Tier von der Beatmung getrennt und erst 
bei Vorhandensein sicherer Spontanatmung extubiert. Die Dauer des Eingriffes betrug 
60 Minuten. Im Folgenden sind drei Ausschnitte der Empfängeroperation dargestellt 
(Abbildung 2.2 A-C). 
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In Tüchern 
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Abbildung 2.2 (A-C): Empfängeroperation.  
In Abbildung A ist das Empfängertier in linksseitiger Lage fixiert und eine zusammengerollte Mullbinde 
wurde zur optimalen Lagerung untergelegt. Der linke Thorakalbereich wurde rasiert und das Tier mittels 
eines 16G-Abbokath-Katheters endotracheal intubiert. Über den Katheter ist das Tier an eine Isofluran-
Inhalationsnarkose mit einem Gasfluss von 0,8-1,5 l/min angeschlossen (nicht abgebildet). In Abbildung 
B sieht man die linke Lunge nach extrakorporal verlagert, wo sie in Tüchern eingebettet und mit 
Klemmen fixiert ist. Ein Rippenmikrospreizer hält das OP-Feld offen. Abbildung C stellt die Sicht durch 
das Operationsmikroskop auf das OP-Gebiet dar und zeigt die freipräparierte Arteria und Vena 
pulmonalis sowie den mit einer Ligatur umschlungenen linken Hauptbronchus. Alle pulmonalen 
Strukturen sind noch mit der ausgelagerten linken Lunge konnektiert.  
 
2.3 Postoperativer Verlauf 
 
Nach erfolgreicher Transplantation blieben die Tiere noch für einige Stunden unter 
permanenter Beobachtung und wurden zunächst einzeln in den Käfigen gehalten. Ab 
dem POD 3 konnten die Tiere in ihrer jeweiligen Versuchsgruppe zu zweit oder dritt in 
jeweils einem Käfig untergebracht werden. Zur Behandlung und Prophylaxe 
postoperativer Schmerzen erfolgte alle 12 Stunden eine obligate Analgesie über 3-6 
Tage mit dem zentral wirksamen Buprenorphin 0,05-0,1 mg/kg KG subkutan (s.c.) 
(Temgesic, Essex Pharma, England). Ab dem POD 3 hatten sich fast alle Ratten 
vollständig vom Operationsstress erholt. Der Gesundheitsstatus wurde täglich überprüft. 
Die Hautklammern wurden bei per primam erfolgter Wundheilung am POD 7 entfernt. 
Arteria und 
Vena 
pulmonalis 
Lunge 
Bronchus  
Ligatur 
C 
22 2    MATERIAL UND METHODEN 
______________________________________________________________________ 
 
Die Applikationsweise der Versuchsmedikamente richtete sich nach dem jeweiligen 
Immunsuppressivum: Methylprednisolon wurde zu den entsprechenden Zeitpunkten per 
injectionem in das Abdomen intraperitoneal (i.p.) gegeben, während Everolimus 
intragastral (i.g.) per Schlundsonde verabreicht wurde. Um den Applikationsprozess 
(insbesondere intragastral) zu erleichtern, wurden die Tiere vor der Medikamentengabe 
mit einer Sevofluran-Inhalationsnarkose für kurze Zeit (2-3 Minuten) sediert. Vor jeder 
Applikation wurden die Tiere einzeln gewogen um die Medikamentendosis zu ermitteln 
und um einen möglichen medikamenteninduzierten Gewichtsverlust zu erkennen.  
Da sich die Diagnose der BO sowie der vaskulären Sklerose ausschließlich auf die 
Histologie stützt, war die Tötung der Tiere in diesem Kleintiermodell obligat. Serielle 
transbronchiale oder offene Lungenbiopsien waren hier im postoperativen Verlauf nicht 
möglich. Eine bronchioalveoläre Lavage (BAL) wurde nicht durchgeführt, da eine BAL 
beim Modell einer unilateralen LTx obsolet ist. Auch auf Röntgenaufnahmen wurde 
verzichtet, da die Beurteilung der Lunge lediglich in einer Ebene und durch die 
Herzüberlagerung nur in peripheren Bereichen möglich gewesen wäre. Die Tiere kamen 
am Versuchsende unter Isofluran-Inhalationsnarkose durch Ausbluten ad exitum.  
 
2.4 Versuchsgruppen 
 
Für diese Arbeit wurden insgesamt drei Versuchsgruppen untersucht, welche in enger 
Anlehnung an die klinische Situation konzipiert wurden. In jeder Gruppe wurden 
sowohl allogene (F344[RTl]
l 
>WKY[RTl]
l
) als auch syngene 
(WKY[RTl]
lvl
>WKY[RTl]
l
) linksseitige LTx durchgeführt. Von den allogen 
transplantierten Tieren wurden am POD 20, 30, 60, 100 jeweils fünf Tiere und bei den 
syngen transplantierten Ratten am POD 100 insgesamt fünf Tiere getötet. Linke und 
rechte Lungen aller toten Tiere gelangten zur histologischen und immunhistologischen 
Aufarbeitung. Zur besseren Übersicht sind in Tabelle 2.1 die im Nachfolgenden 
beschriebenen Versuchsgruppe I-III aufgeführt.  
Neben den drei Versuchsgruppen hat man die linken und rechten Lungen einer 
sogenannten Ausgangsgruppe untersucht. Dabei handelt es sich um Lungen, welche 
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nicht transplantiert sondern lediglich explantiert und mit Euro-Collins-Lösung gespült 
wurden und als Referenzgruppe für physiologische, gesunde Lungen ohne 
Transplantationsschädigung dienten. In dieser Gruppe wurden ebenfalls 5 Tiere an den 
entsprechenden PODs getötet und histologisch sowie immunhistochemisch 
aufgearbeitet. 
 
Gruppe I= 0-Kontrolle 
Es wurde bei 30 WKY[RTl]
l
-Ratten eine linksseitige LTx durchgeführt. Eine 
postoperative Immunsuppression wurde nicht appliziert. Je 5 Tiere wurden am POD 5, 
15, 30, 60 und 100 nach allogener LTx sowie 5 syngen transplantierte Tiere am POD 
100 getötet. 
Gruppe II = MP-Kontrolle 
Es erfolgte in dieser Gruppe bei 25 Tieren eine linksseitige LTx. Eine initiale 
postoperative Immunsuppression wurde nicht appliziert. Zum Zeitpunkt des Zenits der 
akuten Abstoßung erhielten die Tiere an den POD 14, 15, 16 eine Bolustherapie mit 
Methylprednisolon (MP) (Urbason
®
, Hoechst AG, Frankfurt) mit täglich jeweils 10 
mg/kg KG mittels intraperitonealer Injektion. An den POD 20, 30, 60 und 100 wurden 
je 5 Tiere nach allogener LTx und am Tag 100 die 5 syngen transplantierten Tiere 
getötet.  
Gruppe III= RAD-Gruppe 
Bei 25 WKY[RTl]
l
-Ratten wurde eine linksseitige LTx durchgeführt. Am POD 14, 15 
und 16 erhielten die Ratten eine Bolustherapie mit MP wie in Gruppe II. Zudem wurde 
allen Tieren zum Zeitpunkt des Zenits der akuten Abstoßung ab dem POD 14 bis POD 
100 eine Immunsuppression mit 2,5 mg/kg KG RAD/Everolimus (RAD 001, Novartis 
Pharma®, Basel, Schweiz) intragastral (i.g.) per Schlundsonde verabreicht. Je 5 allogen 
transplantierte Tiere wurden an den POD 20, 30, 60 und 100 sowie die 5 syngen 
transplantierten Ratten am Tag 100 getötet.   
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Gruppe      I II    III 
 0-Kontrolle MP-Kontrolle RAD-Gruppe 
IS keine MP (10mg/kg MP (10mg/kg  
    an POD 14,15,16)    an POD 14,15,16) 
 + RAD (i.g. 2,5mg/kg  
   tgl. ab POD 14 bis 100) 
F344>WKY POD 5   
F344>WKY POD 15 
F344>WKY POD 20 POD 20 
F344>WKY   POD 30  POD 30  POD 30 
F344>WKY  POD 60 POD 60   POD 60 
F344>WKY POD 100 POD 100 POD 100 
WKY>WKY  POD 100  POD 100 POD 100 
 
Tabelle 2.1: Einteilung der Versuchsgruppen I-III.  
Angabe in der Dosierung in der täglichen (tgl.) Verabreichung. In der jeweiligen 
Transplantationskombination (Spendertier>Empfängertier) sind die Tötungszeiten von je 5 Tieren an den 
entsprechenden postoperativen Tagen (POD) angegeben.                                 
Abkürzungen:  i.g. = intragastral; IS = Immunsuppression; MP = Methylprednisolon 
 
Die oben genannten Tötungszeitpunkte wurden in den jeweiligen Versuchsgruppen 
entsprechend unserer Fragestellung gewählt. Bei Versuchsgruppe I (ohne 
Immunsuppression) wurden die Tötungszeitpunkten auf die POD 15, 30, 60, 100 gelegt 
um die Gewebsveränderungen am Zeitpunkt der akuten Abstoßung (POD 15), ihre 
Steigerung oder Rückbildung (POD 30) sowie die Entwicklung während der 
chronischen Abstoßung (POD 60 und POD 100) zu erfassen. In Gruppe II erfolgte die 
MP-Applikation genau zum Zeitpunkt der maximalen akuten Abstoßungsreaktion (POD 
14, 15 und 16) um einen möglichen therapeutischen Erfolg der Kortisontherapie zu 
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erkennen und zu beurteilen. Zusätzlich zur MP-Gabe wurde in Gruppe III die 
medikamentöse Therapie mit Everolimus am Zenit der akuten Abstoßung ab POD 14 
begonnen und bis POD 100 fortgeführt. Hier sollte der Effekt der beiden 
antiinflammatorisch wirksamen Medikamente auf die initiale, akute Phase untersucht 
werden. In diesen Gruppen wurden daher je fünf Tiere am POD 20 statt am POD 15 
getötet. In den Versuchsgruppen II und III wurde nicht nur der therapeutische Effekt der 
Medikamente auf die initiale akute Entzündungsphase per se untersucht, sondern auch 
der Einfluss der akuten Abstoßungsreaktion auf die spätere Entwicklung einer 
chronischen Abstoßung. Die syngen transplantierten Ratten wurden erst am 
Versuchsende (POD 100) getötet und dienten als Kontrollen hinsichtlich der 
Entwicklung einer chronischen Abstoßung, da in ihren Lungen keinerlei 
Abstoßungsreaktion erwartet wurde.  
 
2.5 Gewinnung des Untersuchungsmaterials 
 
Zum geplanten Versuchsende wurden die Tiere getötet, gewogen und anschließend 
seziert. Es wurden sowohl die transplantierte linke als auch die rechte Lunge 
entnommen und makroskopisch im Hinblick auf Färbung, Größe und Konsistenz 
beurteilt. Nach der Spülung in physiologischer Kochsalzlösung (0,9% NaCl-Lösung) 
wurden die Transplantate in mehrere Teile geschnitten. Nach dem Schneiden erfolgte 
bei einem Teil die Fixierung mit Paraformaldehyd (4%) und die Einbettung in Paraffin. 
Der zweite Teil wurde dagegen in TissueTek
®
 (Sakura Finetek Europe, Zoeterwoude, 
Niederlande) eingebettet und unmittelbar darauf bei -196°C in Flüssigstickstoff 
eingefroren, worin er bis zur immunhistologischen Aufarbeitung gelagert wurde.  
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2.6 Aufarbeitung des Untersuchungsmaterials 
 
Mit einem Gefrier- (Mikrotom-Kryostat HM 500 OM, Microm, Walldorf) und Paraffin-
Mikrotom (Leica, Rotationsmikrotom, RM 2145) wurden Gefrierschnitte mit einer 
Dicke von 6µm und Paraffinschnitte mit einer Dicke von 5µm hergestellt, entsprechend 
vorbereitet und für weitere Analysen (siehe unten) verwendet.  
 
2.6.1 Hämatoxylin-Eosin-Färbung (HE-Färbung) 
 
Vor der HE-Färbung wurden die Paraffinschnitte zum Entparaffinieren zunächst für     
2-5 Minuten in Xylol gegeben. Daraufhin wurden die Schnitte zur Rehydratisierung für        
3 Minuten in einer in 10% Schritten absteigenden Ethanolreihe (100% bis 30%) 
gewaschen und anschließend in Aqua dest. gelegt. Nach Färbung mit filtriertem 
Hämalaun nach Mayer (Merck, Darmstadt) über 1 Minute wurden die Präparate für 10 
Minuten unter fließendem Leitungswasser gebläut und in destilliertem Wasser kurz 
gespült. Im nächsten Schritt erfolgte die Gegenfärbung mit Eosin G für ca. 3 Minuten 
(ad 200 ml Aqua destillata: 1 g Eosin G, 50 µl Essigsäure) (Merck, Darmstadt), wonach 
die Präparate für 30 Sekunden zunächst zügig in fließendem Leitungswasser und dann 
kurz in destilliertem Wasser gespült wurden. Es folgte die 2-malige Entwässerung der 
Schnitte in einer aufsteigenden Alkoholreihe (50%, 70%, 90%, 96%, 100% Ethanol) 
und Xylol für je 3 Minuten und schließlich die blasenfreie Einbettung in Eukitt J86 
(Kindler, Freiburg).  
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2.6.2 Masson-Goldner-Färbung 
 
Die Paraffinschnitte wurden zunächst mit Weigerts Eisenhämatoxylin für 1-2 Minuten 
gefärbt und anschließend für 10-15 Minuten in fließendem Wasser gespült. Nach der 
Färbung mit Ponceau-Säurefuchsin-Azophloxin erfolgte die Spülung der Präparate mit 
1%iger Essigsäure. Es folgte die Inkubation der Schnitte in Molybdatophosphorsäure-
Orange für wenige Minuten bis das Bindegewebe völlig entfärbt war. Die Schnitte 
wurden mit 1%iger Essiglösung gespült und für 5 Minuten mit Lichtgrün gegengefärbt. 
Nach erneutem Auswaschen mit 1%iger Essigsäure (5 Minuten) wurden die Präparate 
in möglichst kurzer Zeit in absolutem Isopropanol entwässert. Schließlich wurden die 
Präparate mit Xylol behandelt und eingebettet. Die verschiedenen Färbelösungen sowie 
die Herstellung der Lösungsansätze sind in Tabelle 2.2 aufgelistet. Die Masson-Goldner 
Färbung ist eine sogenannte Trichromfärbung, bei der durch den kombinierten Einsatz 
von Azophloxin, Orange G und Lichtgrün Muskelfasern, Kollagenfasern und Fibrin 
selektiv dargestellt werden können. Bei dieser differenzierten Anfärbung der 
Bindegewebskomponenten imponieren die Zellkerne blauschwarz, das Zytoplasma rot, 
das Kollagen grün und die Muskulatur hellrot.  
   Färbelösung                                 Ansatz 
Masson-Goldner    0.2 Ponceau de Xylidine, 0.1 g Säurefuchsin in 300 ml Aqua dest. 
                                              (kurz kochen), Zugabe von 0.6 ml Eisessig, Filtration 
Azophloxin-Lösung  0.5 Azophloxin in 100 ml Aqua dest. (mit 0.2 ml Eisessig versetzt) 
Ponceau-Säurefuchsin-  88ml 0.2%ige Essigsäure mit 7ml Masson-Lsg und 2ml  
Azophloxin  Azophloxinlsg. 
Molybdatophosphor- 3-5g Woflramatophosphorsäure, 2g Orange in 100ml Aqua dest. 
Säure-Orange 
Lichtgrün 0.1-0.2g Lichtgrün SF in 100ml Aqua dest. (mit 0.2ml Eisessig  
                                             versetzt)  
 
Tabelle 2.2: Ansätze der Färbelösungen. Abkürzungen: Lsg = Lösung; dest. = destillata (Quelle vom 
09.11.2011: http://www.aeisner.de/methoden/farb36.html). 
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2.6.3 Immunperoxydasefärbung 
 
Nach initialer Fixierung der Kryostatschnitte für 10-20 Minuten in unverdünntem 
Aceton wurden sie 3-malig für jeweils 5 Minuten in phosphatgepufferter Salzlösung 
(kurz: PBS, engl: phosphate buffered saline) gespült. Zum Blocken der endogenen 
Peroxydase-Aktivität wurden die Präparate mit 100 µl Ratten-Normalserum (1:20 mit 
PBS verdünnt) für 20 Minuten inkubiert. Nach Abklopfen des Serums konnte dann der 
jeweilige Primärantikörper (Maus-anti-Ratte) (Tabelle 2.3) (100 µl/Schnitt) aufgebracht 
werden. Dieser hat sich spezifisch an das Epitop des gesuchten Antigens im Gewebe 
gebunden. Die Präparate wurden erneut für 1 Stunde inkubiert und anschließend          
3-malig für jeweils 5 Minuten in PBS-Lösung gespült. Im nächsten Schritt erfolgte das 
Auftragen des Peroxidase-konjugierten Kaninchen-anti-Maus-Brückenantikörpers 
(Dako P260, Dako, Hamburg), der im Verhältnis 1:20 mit PBS/Ratten-Normalserum 
verdünnt wurde sowie das Inkubieren der Schnitte für 30 Minuten. Durch das Auftragen 
des Brückenantikörpers mit gebundenem Peroxidase-Markermolekül gelang es, die 
Antigen-Antikörperbindungsstellen und somit die gebundenen Primärantikörper 
sichtbar zu machen. Nach 3-maliger Spülung für jeweils 5 Minuten in PBS wurde 3,3- 
Diaminobenzidin-Tetrahydrochlorid (Sigma-Aldrich-Chemicals, Deisenhofen) als 
Substrat (200 µl/Schnitt) aufgebracht, welches zur Intensivierung der Antigen-
Antikörperbindung diente. Der Inkubation von 10-20 Minuten in einer abgedunkelten 
Umgebung schloss sich die Spülung der Präparate mit reichlich Leitungswasser über 10 
Minuten sowie die HE-Färbung (siehe Abschnitt 2.6.1) an. Von allen Schnitten wurde 
unter Weglassen des Primärantikörpers eine Negativkontrolle angelegt, um nicht 
spezifisch auf den Primärantikörper zurückführende Effekte als Referenz zu erfassen.  
 
Bei der oben beschriebenen immunhistologischen Färbetechnik handelt es sich um ein 
indirektes 2-Schritt-Verfahren, bei welchem im ersten Schritt ein spezifischer 
Antikörper (AK) aufgebracht wird, der an das gesuchte Antigen-Epitop bindet. Im 
zweiten Schritt erfolgt die Auftragung des Brücken-AK, der sich gegen den Primär-AK 
richtet und mit einem Enzym gekoppelt ist. Nach Substratzugabe löst das in dieser 
Studie verwendete Enzym Immunperoxydase eine Farbentstehung mit Hilfe einer 
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Enzym-Substrat-Reaktion aus. Eine anschauliche Darstellung der indirekten 2-Schritt-
Methode ist unter Abbildung 2.3 zu finden.  
 
Abbildung 2.3: Indirekte 2-Schritt-Methode.  
Der unkonjugierte Primärantikörper (Maus-anti-Ratte) bindet an ein Epitop des Rattenantigens. 
Anschließend wird ein zweiter enzymgekoppelter Brücken-Antikörper (AK) (Kaninchen-anti-Maus-AK), 
der gegen das Fc-Fragment des Primär-AK gerichtet ist, aufgetragen. Es folgt die Substrat-
Chromogenreaktion mit 3,3- Diaminobenzidin-Tetrahydrochlorid als Substrat (S).  
  
Primärantikörper 
(Maus-anti-Ratte) 
Brückenantikörper  
(Kaninchen-anti-Maus) 
Epitop des Rattenantigens 
Konjugierte Peroxydase 
Substrat-
Chromogenreaktion 
(Peroxydase-katalysiert) 
S 
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Primär-Antikörper Rezeptor/Ligand   Verdünnung  Bezugsquelle 
ED1, CD68  Maus-anti kein Ligand (Oberflä- 1:40  Serotec Ltd., 
Ratte  chenmarker                    Düsseldorf 
CD11a Maus-anti CD54 1:80 BD-PharMingen 
  Ratte Heidelberg 
CD18 Maus-anti CD11a, CD11b,  1:80 BD-PharMingen,  
  Ratte CD11c Heidelberg 
ICAM-1  Maus-anti LFA-1 1:80 BD-PharMingen,  
  Ratte  Heidelberg 
P-Selektin Maus-anti CD162 1:80 BD-PharMingen,  
  Ratte  Heidelberg 
 
Tabelle 2.3: Übersicht zu Primärantikörper.  
Verdünnung mit PBS+ 1%iger Bovine-Serum-Albumin (BSA)-Lösung  (Sigma-Aldrich). 
 
2.7 Auswertung der konventionellen Histologie 
 
2.7.1 Histologischer Aufbau der Rattenlunge  
 
Nachdem die Lungenschnitte nach oben genannten Techniken mit Hämatoxylin-Eosin 
bzw. Masson-Goldner angefärbt wurden, konnte die Auswertung der konventionellen 
Histologie erfolgen. Um die Pathologien und Abstoßungsreaktionen der transplantierten 
Lungen als solche erkennen und abgrenzen zu können, wird der histologische Aufbau 
einer gesunden Rattenlunge im Folgenden beschrieben. 
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Atemwege  
 
In den histologischen Präparaten der 0-Kontrolle (siehe Abbildung 3.1) lassen sich 
verschiedene Anschnitte unterschiedlicher Luftwegsabschnitte verzeichnen. Der 
konduktive Anteil des Respirationstraktes beginnt initial mit den Segmentbronchien, die 
ihre Fortsetzung in mehreren Generationen von Bronchien (Kaliber bis 1mm abwärts) 
finden, welche sich in Bronchioli (Kaliber <1mm) und schließlich in Bronchioli 
terminales aufzweigen (Lüllmann-Rauch 2006). Aus den letzten Bronchioli terminales 
geht der respiratorische Abschnitt der Luftwege hervor, bestehend aus Bronchioli 
respiratorii, welche sich zum Duktus alveolares und zu den Sacculi alveolares, den 
Vorräumen der Alveolen, verjüngen (Lüllmann-Rauch 2006).                                 
Da sich die ISHLT-Klassifikation primär auf die pathologischen Veränderungen an den 
kleineren Bronchioli stützt, wird ihr Wandaufbau (von innen nach außen) im Folgenden 
erläutert (gemäß Welsch und Deller 2010). Die innerste Schicht dieser terminalen 
Luftwege wird von einer aus Lamina epithelialis und Lamina propria bestehenden 
Schleimhaut (Tunica mucosa) gebildet und umhüllt ein sternförmiges Lumen. Die 
Epithelschicht (Lamina epithelialis) ist mit einreihigem zylindrischen bis kubischen 
Flimmerepithel mit basal liegenden Zellkernen ausgekleidet (respiratorisches Epithel). 
Es kommen zilienfreie Clara-Zellen vor, Becherzellen fehlen jedoch. Die 
bindegewebige Lamina propria ist reich an längs verlaufenden elastischen Fasern und 
kann freie Zellen der Abwehr enthalten (u.U. Lymphozyten, Makrophagen). Außen 
aufliegend folgt ein kontinuierlicher Ring aus glatter Muskulatur mit scherengitterartig 
angeordneten Muskelzellen. Das sich anschließende peribronchiale Bindegewebe ist mit 
den elastischen Strukturen der umliegenden Alveolenwände und Bindegewebssepten 
verbunden wodurch ein radiärer Zug entsteht, welcher die Bronchiolen offen hält 
(Welsch und Deller 2010).                                                                                           
Ein Stützgerüst aus Knorpel und Drüsen ist bei den Bronchioli im Gegensatz zu den 
größeren Bronchien nicht vorhanden. Die Bronchioli respiratorii sind dadurch 
gekennzeichnet, dass ihre Wände von Alveolenöffnungen durchsetzt sind (Lüllmann-
Rauch 2006). Die Alveolen mit ihren ca. 5-8 µm dicken Wänden tragen neben einem 
dichtmaschigen Kapillarnetz des kleinen Kreislaufes zwei Zelltypen in ihrem beidseits 
angeordneten Alveolarepithel (Lüllmann-Rauch 2006). Die Pneumozyten Typ I besitzen 
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einen dünnen, großflächigen Zellkörper, der sich über die Kapillaren streckt; die 
Surfactant-produzierenden Pneumozyten Typ II hingegen haben eine kubische Zellform 
(Sobotta und Welsch 2005; Lüllmann-Rauch 2006).  
 
Blutgefäße  
 
Die Lunge ist an beide Körperkreisläufe angeschlossen. Sie besitzt Vasa publica für den 
kleinen Körperkreislauf, welche Äste der A. pulmonalis und Vv. pulmonales darstellen 
und den Hauptteil der intrapulmonalen Blutgefäße bilden. Die Vasa privata (Rr. 
Bronchiales und Vv. bronchiales) sind Teil des großen Kreislaufes und dienen der 
Versorgung des Bronchial- und Gefäßbaumes sowie der Pleura. Zwischen beiden 
Perfusionswegen bestehen Anastomosen (Lüllmann-Rauch 2006).         
Die Äste der A. pulmonalis verlaufen bis in die Peripherie zusammen mit den 
Aufteilungen des Bronchialbaumes, wohingegen die peripheren Zweige der Vv. 
pulmonales zunächst unabhängig von den Arterien in den interlobulären und –
segmentalen Bindegewebssepten anzutreffen sind und erst weit proximal in das 
peribronchiale Bindegewebe eintreten (Lüllmann-Rauch 2006). Die histologischen 
Komponenten aller Gefäßwände sind (von innen nach außen) die aus Endothel und 
subendothelialer Schicht bestehende Tunica Intima (Intima), die aus glatter Muskulatur 
bestehende Tunica media (Media) und die bindegewebige Tunica Adventitia 
(Adventitia) mit kollagenen und elastischen Fasern (Welsch und Sobotta op. 2003) 
(siehe Abbildung 2.4). Beim Endothel handelt es sich um einschichtiges, lückenloses 
Plattenepithel aus polygonalen, flachen Zellen, die einer Basallamina aufsitzen und 
durch ihre Tight junctions die entscheidende Barriere zwischen Intra- und 
Extravasalraum bilden (Welsch und Sobotta op. 2003). Zwischen Intima und Media 
bzw. Media und Adventitia kann als Grenze eine elastische Lamelle liegen (Membrana 
elastica interna bzw. externa) (Welsch und Sobotta op. 2003). Die wichtigsten 
Unterschiede im Wandaufbau der arteriellen und venösen Gefäße bestehen im Aufbau 
der Media: Arterien haben meist eine dicke Media mit ausgeprägter Muskelschicht, 
während Venen eine dünnere, muskelärmere Media besitzen (Kühnel 2002). Zudem ist 
die venöse Wand insgesamt dünner und weist eine weniger deutliche 
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Schichtengliederung auf, ihr Lumen ist in den Schnitten meistens nicht kreisrund offen, 
sondern zeigt gering kollabierte Züge. Arteriolen haben laut morphologischer Definition 
lediglich eine zirkuläre Muskelschicht im Vergleich zu den größeren Arterien 
(Junqueira und Carneiro 2005).  
 
 
Abbildung 2.4:  Wandaufbau einer Arterie (muskulärer Typ) (gemäß Lüllmann-Rauch 2003). 
Intima (blau). Media (rot). Adventitia (grün). Elastische Membranen und Fasern (schwarz). 
 
 
2.7.2 Akute und chronische Abstoßung  
 
Von den physiologisch aufgebauten Rattenlungen sind die transplantierten Lungen der 
Tiere zu unterscheiden, welche von akuter bzw. chronischer Abstoßung betroffen sind. 
Die HE-gefärbten Schnitte wurden gemäß den von der ISHLT in einer „Working 
Formulation“ aufgestellten und von Hirt et al. modifizierten Kriterien für die akute und 
chronische Abstoßung klassifiziert (Yousem et al. 1996; Hirt 2003). Voraussetzung für 
die histologische Beurteilung ist der Ausschluss einer Infektion wie auch einer 
Aspiration, welche zu histologisch ähnlichen Veränderungen führen könnte. Der 
Infektionsausschluss erfolgte durch die Beurteilung der Präparate der nativen rechten 
Lungen.  
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Die akute zelluläre Abstoßung (AR= acute rejection) wurde entsprechend dem 
Ausmaß der perivaskulären und interstitiellen mononukleären Infiltration in 5 
Schweregrade eingeteilt (A= akute vaskuläre Abstoßung; Schweregrade: A0 – A4). 
Zusätzlich wurde auch das Ausmaß einer begleitenden lymphozytären 
Bronchitis/Bronchiolitis beurteilt (B= akute bronchiale Abstoßung, Schweregrade: B0 – 
B4) (Tabelle 2.4). Während die perivaskulären Infiltrate (Lymphozyten, Monozyten, 
Plasmazellen) den wesentlichen Faktor zur Beurteilung des Schweregrades der akuten 
Transplantatabstoßung der Lunge darstellen, kann eine begleitende lymphozytäre 
Bronchiolitis jedoch einen potentiell ursächlichen Faktor im Hinblick auf die 
Entwicklung einer Bronchiolitis obliterans (BO) im weiteren Verlauf darstellen 
(Yousem 1993).  
 
Die chronische Transplantatabstoßung (CR= chronic rejection) ist histologisch durch 
das Auftreten einer BO sowie einer vaskulären Sklerose gekennzeichnet. Dabei tritt eine 
progrediente subepitheliale/-endotheliale sowie intraluminäre Proliferation von 
Fibroblasten auf, was zu einer Destruktion der Bronchial- bzw. Gefäßwände und 
Okklusion der Lumina führt. Diese Veränderungen weisen im Hinblick auf Ausprägung 
und Lokalisation eine inhomogene Verteilung auf und sind vorwiegend in den kleinen 
bronchialen bzw. vaskulären Strukturen zu finden, können aber auch gleichzeitig die 
größeren Bronchien bzw. Gefäße betreffen. In Abhängigkeit vom gleichzeitigen 
Auftreten oder Fehlen von mononukleären Infiltraten (Lymphozyten, Makrophagen, 
Plasmazellen) bezeichnet man das Geschehen als aktiv oder inaktiv, im Folgenden mit 
den Abkürzungen „a“ (aktiv) und „b“ (inaktiv) gekennzeichnet. Die destruktiven 
Vorgänge in der Lunge weisen Ähnlichkeiten mit den histologischen 
Gewebeveränderungen bei der chronischen Abstoßung anderer allogener 
Organtransplantate wie Herz, Leber oder Niere auf. Der Unterschied besteht darin, dass 
nach LTx primär die bronchialen Strukturen betroffen sind und dies der Faktor ist, der 
das Überleben der Patienten im Wesentlichen beeinflusst. Die Fibrosierung schreitet im 
Verlauf des chronischen Geschehens weiter fort und greift auf das Parenchym über.  
Entsprechend den Kriterien der ISHLT werden die Veränderungen, welche im Rahmen 
der chronischen Abstoßung an Atemwegen und vaskulären Strukturen auftreten, 
2.7  Auswertung der konventionellen Histologie  35 
______________________________________________________________________ 
 
 
 
histologisch als C (C=chronische bronchiale Abstoßung) und D (D=chronisch vaskuläre 
Abstoßung) klassifiziert (Yousem et al. 1996).  
Des Weiteren wird in der Beurteilung der BO (= „C“) histologisch zwischen einer 
aktiven (Ca) und einer inaktiven Form (Cb) differenziert. Die initiale Phase weist eine 
hohe Entzündungsaktivität auf und es treten ausgeprägte peri- und intrabronchiale 
Infiltrationen mit mononukleären Zellen auf, was zu einem progredienten 
Epithelschaden führt. Dies führt im Verlauf zu einer fibrotischen Umwandlung der 
Bronchial- und Bindegewebsstrukturen mit letztendlicher Ausbildung einer Narbe. In 
der finalen inaktiven Phase ist kein signifikantes submukosales oder peribronchiales 
Inflammationsgeschehen mehr nachweisbar.  
Die als „D“ klassifizierte chronische vaskuläre Abstoßung der allogenen LTx zeigt sich 
zunächst in dem Auftreten einer fibrointimalen Verdickung der Gefäße, welche 
letztendlich auch zu einer Fibrosierung der Gefäßwand mit konsekutiver Vernarbung 
und kompletter Okklusion der vaskulären Strukturen führt. In Abhängigkeit von einer 
begleitenden medialen intimalen oder subendothelialen mononukleären Infiltration sind 
auch beim vaskulären Geschehen ein aktives (Da) sowie ein inaktives Stadium (Db) 
differenzierbar.  
Bezugnehmend auf die Kriterien der ISHLT zur Beurteilung der chronischen 
Transplantatabstoßung der Lunge haben wir die Ausprägung der histologischen 
Veränderungen der an den Atemwegen (C) und an den vaskulären Strukturen (D) mit 
steigender Destruktion in die Schweregrade C0 – C4 sowie D0 – D4 eingeteilt (Tabelle 
2.5). In diese modifizierte Klassifizierung wurde auch der zunehmende fibrotische 
Umbau des Interstitiums bis hin zur kompletten Vernarbung des Transplantates 
einbezogen.  
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akute 
Abstoßung 
Grad 
vaskuläre Veränderungen   
„ A „ 
bronchiale Veränderungen   
„ B „ 
keine 0 keine Infiltration keine Infiltration 
 
Minimal 
 
1 
vereinzelte mononukleäre 
Infiltrate im Parenchym, 
perivaskulärer Saum von 2 – 
3 Lymphozytenringen 
vereinzelte submuköse 
mononukleäre Infiltrate 
 
 
Mild 
 
 
2 
vermehrte parenchymatöse 
und perivaskuläre, z. T. 
subendotheliale Infiltration 
mononukleärer Zellen, 
zumeist in Verbindung mit 
einer lymphozytären 
Bronchiolitis 
Bronchien sind 
zirkumferentiell von 
mononukleären Zellen 
umgeben, vereinzelte 
Eosinophile in der 
Submukosa; z.T. 
Epithelzellnekrosen 
 
 
Moderat 
 
 
3 
dichte perivaskuläre 
mononukleäre Infiltrate 
(„cuffing“) in Verbindung mit 
Endotheliasis, Infiltration der 
Alveolarsepten und des 
alveolären Lumens mit 
inflammatorischen Zellen 
dichtes Band mononukleärer 
Zellen, in der Submukosa, 
Epithelzellnekrosen, 
Migration von Lymphozyten 
in das Bronchiallumen 
 
 
Schwer 
 
 
4 
diffuse perivaskuläre und 
interstitielle Infiltration mit 
mononukleären Zellen, 
Schädigung der 
Alveolarpneumozyten mit 
intraalveolärer Infiltration / 
Blutung / Nekrose, 
Parenchymnekrose, 
nekrotisierende Vaskulitis 
dichte Infiltrate aktivierter 
mononukleärer Zellen in den 
Bronchialwänden, epitheliale 
Ulzerationen, Dissoziation 
des Epithels von der 
Basalmembran, 
Epithelzellnekrosen, 
fibrinopurulentes 
intralaveoläres Exudat mit 
Neutrophilen 
 
Tabelle 2.4: Histologische Klassifikation des Schweregrades der akuten Abstoßung nach LTx. 
Die Tabelle basiert auf der „Working Formulation“ der International Society for Heart and Lung 
Transplantation (Yousem et al. 1996, Habilitationsschrift von S. Hirt 2003). 
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 chronische 
Abstoßung 
Grad 
bronchiale Veränderungen   
„ C „ 
vaskuläre Veränderungen    
„ D „ 
keine 0 keine bronchiale Destruktion keine vaskuläre Destruktion 
 
Minimal 
 
1 
Okklusion vereinzelter kleiner 
Bronchien, beginnende 
Destruktion der 
Bronchialwände, noch 
residuale peribronchiale 
Infiltrationsaktivität 
Okklusion vereinzelter kleiner 
Gefäße, beginnende 
Destruktion der Gefäßwände, 
noch residuale perivaskuläre 
Infiltrationsaktivität 
 
Mild 
 
2 
Destruktion von mehr als 25% 
der kleinen Bronchien, nur 
noch vereinzelte 
Infiltrationsaktivität, 
beginnende interstitielle 
Fibrosierung 
Destruktion von mehr als 25% 
der kleinen vaskulären 
Strukturen, nur noch 
vereinzelte 
Infiltrationsaktivität, 
beginnende interstitielle 
Fibrosierung 
 
Moderat 
 
3 
Destruktion von mehr als 50% 
der kleinen Bronchien, 
beginnende Destruktion 
größerer bronchialer 
Strukturen, keine 
Infiltrationsaktivität mehr, 
fortgeschrittene interstitielle 
Fibrosierung / beginnende 
Vernarbung 
Destruktion von mehr als 50% 
der kleinen vaskulären 
Strukturen, beginnende 
Destruktion größerer 
vaskulärer Strukturen, keine 
Infiltrationsaktivität mehr, 
fortgeschrittene interstitielle 
Fibrosierung / beginnende 
Vernarbung 
 
Schwer 
 
4 
komplette Vernarbung des 
Transplantates, anatomische 
Strukturen nur noch 
rudimentär erkennbar 
komplette Vernarbung des 
Transplantates, anatomische 
Strukturen nur noch 
rudimentär erkennbar 
 
Tabelle 2.5: Histologische Klassifizierung des Schweregrades der chronischen Abstoßung nach LTx. 
Modifziert durch S. Hirt nach den Kriterien der International Society for Heart and Lung Transplantation 
(Yousem et al. 1996, Habilitationsschrift von S. Hirt 2003).  
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2.8 Auswertung der Immunhistologie 
 
Zusätzlich zu der Auswertung der konventionellen Histologie (HE, Masson-Goldner) 
erfolgte die Beurteilung der immunhistochemisch angefärbten Rattenlungen. Dabei 
wurden spezifische Antikörper (ED1, CD11a, CD18, ICAM-1, P-Selektin) auf das 
Lungengewebe aufgetragen um das Ausmaß der Entzündungsreaktion quantitativ zu 
erfassen. Die immunhistologischen Schnitte wurden anhand der spezifischen 
Antikörperfärbungen bei 1000-facher (mit Immersionsöl) bzw. 100-facher 
Vergrößerung unter dem Mikroskop (Axiovert 135, Zeiss, Jena) ausgewertet. Zunächst 
erfolgte stets die Beurteilung der Negativkontrolle und nur bei fehlender 
Hintergrundaktivität wurde mit der Auszählung des entsprechenden Präparates 
begonnen. In der linken sowie in der nativen rechten Lunge jeden Präparates wurden die 
positiv angefärbten Zellen pro Gesichtsfeld in jeweils 4 bzw. 5 verschiedenen Feldern 
ausgezählt. Aus diesen Werten wurde jeweils ein Mittelwert für die linke bzw. rechte 
Lunge jeden Tieres gebildet.  
 
2.8.1 Makrophagenmarker ED1 
 
Die Quantifizierung der im Lungengewebe präsenten Makrophagen erfolgte durch das 
Auftragen spezifischer ED1-Antikörper (ED: Ektodermal dysplasia (antibody)) auf die 
Gewebeschnitte. Für den Nachweis von Alveolarmakrophagen wurde ein monoklonaler 
Ratten-anti-ED1-Antikörper (homologes Antigen zu humanen CD68) verwendet, 
welcher an sein Epitop im Zytoplasma der Zellen bindet (Dijkstra et al. 1985). Die 
mononukleären Phagozyten stellen sich bei Adhäsion des Antikörpers bräunlich dar 
(siehe Abbildung 2.5 bzw. Abbildung 2.6). Es wurden je Präparat bei 1000-facher 
Vergrößerung in 5 für das Interstitium repräsentativen Gesichtsfeldern ohne Anschnitte 
größerer Gefäße oder Bronchien die ED1- positiven Zellen gezählt und hieraus wurde 
der Mittelwert für die linke bzw. rechte Lunge des Versuchstieres gebildet. Es wurden 
nur intakte Zellen in der Schnittebene gezählt. Die Differenzen aus den Werten der 
linken und der rechten Lunge wurden für die statistische Auswertung verwendet.   
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Abbildung 2.5: Beispiel für eine ED1-Färbung.  
Präparat A zeigt eine unbehandelte rechte Lunge. Die bräunlich angefärbten ED1-positiven Zellen 
(Pfeile) finden sich in homogener Verteilung in den Alveolen und den Bronchiolen. Präparat B zeigt eine 
allogen transplantierte Lunge am Tag 20 nach MP-Behandlung am POD 14, 15 und 16. Am linken 
unteren Bildrand sind ein Brochiolus (BR) und ein Gefäß (GE) abgebildet. Im verdichteten Parenchym ist 
trotz der vermehrten Hintergrundaktivität eine deutliche Vermehrung der ED1-positiven Makrophagen 
erkennbar.  
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Abbildung 2.6: Beispiel für ED1-positive Makrophagen  in der linken Lunge der RAD-Gruppe (POD 20, 
1000fache Vergrößerung). In der Bildmitte sind drei aktivierte, bräunlich angefärbte ED1-positive 
Makrophagen abgebildet. 
 
2.8.2  CD11a und CD18 
 
CD11a und CD18 (CD: cluster of differentiation) werden als Adhäsionsmoleküle auf 
der Oberfläche von interstitiellen Leukozyten exprimiert und stellen sich bei Bindung 
an den aufgebrachten Antikörper bräunlich dar (siehe Abbildung 2.7 und Abbildung 
2.8) (Hirt et al. 1999). Die Auszählung der CD11a- sowie der CD18-positiven Zellen 
erfolgte wie oben beschrieben bei 1000-facher Vergrößerung in 5 repräsentativen 
Gesichtsfeldern je Präparat. Hieraus wurde der Mittelwert für die linke bzw. rechte 
Lunge des jeweiligen Versuchstieres gebildet. Es wurden nur diejenigen CD11a/CD18-
positiven Zellen gezählt, bei welchen Zytoplasma und Nukleus zumindest teilweise 
angeschnitten wurden. Es wurden nur Areale ohne größere Bronchus- bzw. 
Gefäßanschnitte ausgewertet. Für die statistische Analyse wurden die Differenzen aus 
den Werten der linken und rechten Lunge verwendet.  
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2.8.3 ICAM-1 und P-Selektin 
 
Die Adhäsionsmoleküle ICAM-1 (intercellular adhesion molecule-1) und P-Selektin 
werden auf den Membranen von vaskulären Endothelzellen exprimiert. P-Selektin 
sowie ICAM-1 binden im Rahmen der körpereigenen Immunantwort an ihrem 
jeweiligen vom Leukozyten exprimierten Ligand und fördern somit deren Adhäsion am 
Endothel. Es kommt zum sogenannten „Rolling-Phänomen“ mit Diapedese und 
Migration der Leukozyten durch das Endothel und ihrem initialen Wirken am 
Entzündungsherd (Wood et al. 2006). Nach Anfärben mit dem jeweiligen Antikörper in 
den immunhistochemischen Schnitten stellen sich ICAM-1- und P-Selektin- positive 
Endothelzellen in Gefäßen bräunlich dar (siehe Abbildung 2.9 und Abbildung 2.10). 
Anstelle einer numerischen Zählung wurde hier bei 100-facher Vergrößerung der 
prozentuale Anteil der positiv gefärbten Gefäßschnitte im Verhältnis zur Gesamtzahl 
der Gefäßquerschnitte pro Gesichtsfeld beurteilt und in einer Skala von 1 – 4 graduiert 
(Grad 1: 25%, Grad 2: 25% – 50%, Grad 3: 50% – 75%, Grad 4 > 75% der 
Gefäßquerschnitte betroffen). Die Zählung erfolgte für die linke wie auch für die rechte 
Lunge in vier bis fünf Gesichtsfeldern je Präparat und hieraus erfolgte die Bildung des 
Mittelwertes für die linke bzw. rechte Lunge des Versuchstieres. Die Differenzen der 
linken und rechten Lunge wurden für die statistische Analyse verwendet.   
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Abbildung 2.7: Beispiel für eine CD11a-Färbung. 
Präparat A zeigt eine unbehandelte rechte Lunge. Die CD11a-positiven Zellen befinden sich um größere 
Gefäße (GE) und Bronchioli (BR) sowie in homogener Verteilung im Parenchym. Präparat B zeigt eine 
allogen transplantierte Lunge am Tag 20 nach MP-Behandlung am POD 14, 15 und 16. Es ist eine 
deutliche Zunahme der CD11a-positiven Zellen (Pfeile) im Vergleich mit der Kontrolllunge erkennbar. 
Die Auszählung der CD11a-positiven Zellen wird jedoch durch die vermehrte Hintergrundaktivität 
erschwert. Das Gefäß (GE) und der Bronchiolus (BR) im rechten unteren Bildabschnitt sind von einem 
dichten Saum mononukleärer Entzündungszellen („cuffing“) umgeben (Sternchen).  
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Abbildung 2.8: Beispiel für eine CD18-Färbung. 
Präparat A zeigt eine unbehandelte rechte Lunge.  Die im gesamten Organgewebe verteilten CD18-
positiven Zellen (Pfeile) heben sich durch ihre bräunliche Färbung gut vom Lungenparenchym ab. Im 
linken Bildausschnitt befindet sich ein Bronchiolus (BR) und in der rechten Bildmitte ein Gefäß (GE). 
Präparat B zeigt eine allogen transplantierte Lunge der MP-Gruppe am Tag 20. Die vermehrte 
Hintergrundaktivität lässt das Gewebe in seiner Gesamtheit braun erscheinen und erschwert die 
Abgrenzung einzelner CD18-positiver Zellen. In dem verdichteten Parenchym liegen zwei venöse Gefäße 
(GE) auf der rechten bzw. linken Bildseite, welche von  einem dichten Saum von mononukleären 
Infiltrationszellen umringt sind (Sternchen). 
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Abbildung 2.9: Beispiel für eine ICAM-1-Färbung. 
Präparat A zeigt eine unbehandelte rechte Lunge. Der histologische Ausschnitt bildet am oberen und 
unteren Bildrand eine Bronchiole (BR) ab. In der Bildmitte befindet sich ein venöses Gefäß mit ICAM-1-
positiven Endothelzellen in der Gefäßwand (lange Pfeile) und benachbart links unten ist eine kleinere 
Vene zu sehen mit ICAM-1-negativen Endothelzellen (kleine Pfeile). Das Präparat B zeigt eine allogen 
transplantierte Lunge aus einem Tier der MP-Gruppe (Bolustherapie an den POD 14, 15 und 16). Die 
langen Pfeile markieren das große arterielle Gefäß in der Bildmitte mit ICAM-1-positiven Endothelzellen, 
die kleinen Pfeile zeigen auf die darüber liegende Vene mit ICAM-1-negativen Endothelzellen. Im 
rechten oberen Bildrand ist ein Bronchiolus (BR) angeschnitten.   
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Abbildung 2.10: Beispiel für eine P-Selektin-Färbung. 
Präparat A zeigt eine unbehandelte rechte Lunge. Im histologischen Präparat ist im mittleren 
Bildausschnitt eine Vene abgebildet, deren Gefäßwand P-Selektin-positive Endothelzellen (lange Pfeile) 
trägt. Im rechten Bilddrittel liegt ein kleines venöses Gefäße mit P-Selektin-negativen Endothelzellen 
(kleine Pfeile). Präparat B zeigt eine allogen transplantierte Lunge am Tag 20 nach RAD-Behandlung von 
POD 14 bis 100. Das Parenchym ist verdichtet. In der Bildmitte liegt ein arterielles Gefäß mit P-Selektin-
positiven Endothelzellen (Pfeile), das von einem dichten Saum von Entzündungszellen umgeben ist 
(Cuffing) (Sternchen). Links im Bild, unterhalb der P-Selektin-positiven Arterie, befindet sich ein          
P-Selektin-negatives venöses Gefäß (kleine Pfeile).  
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2.9  Statistische Auswertungen 
 
Jedes histologische Präparat wurde gemäß den von Hirt et al. modifizierten Kriterien 
der ISHLT in Hinblick auf den Schweregrad der akuten und chronischen 
Transplantatabstoßung klassifiziert (ISHLT-Score) (Yousem et al. 1996; Hirt 2003). 
Eine Gruppe mit fünf Tieren wurde jeweils zu einem gleichen Zeitpunkt getötet und der 
Mittelwert und die Standardabweichung für jedes Tier gebildet. Aufgrund der geringen 
Anzahl an Werten wurde keine statistische Analyse zum Vergleich der einzelnen 
Ergebnisse des ISHLT-Scores angewandt. 
 
Zur Auswertung der Ergebnisse der Immunhistologie wurden die numerischen Werte 
(ED1, CD11a, CD18) bzw. die semiquantitative Expression von ICAM-1 und              
P-Selektin pro Gesichtsfeld vier- bzw. fünfmal für das jeweilige Adhäsionsmolekül 
bestimmt und jeweils ein Mittelwert mit Standardabweichung für die transplantierte 
linke wie auch die native rechte Lunge jeden Tieres gebildet. Die native rechte Lunge 
wurde jeweils als Qualitätskontrolle zum Ausschluss einer Infektion verwendet. Von 
den Mittelwerten der 5 Tiere wurde für jeden Untersuchungstag (POD 15 bzw. 20, 30, 
60, 100) jeweils erneut ein Gruppenmittelwert mit Standardabweichung für linke und 
rechte Lunge berechnet und daraus die Differenz gebildet. Unabhängig von 
Gruppeneinteilung und dem Untersuchungszeitraum ergaben sich für alle rechten  
Lungen ähnliche immunhistologische Ergebnisse, sodass der Wert als interner Standard 
verwendet werden konnte. Für die statistischen Analysen wurden jeweils die 
Differenzen aus den Mittelwerten der rechten und linken Lunge herangezogen. Da diese 
Differenzwerte unabhängige, nicht-parametrische Daten darstellen, wurde der Kruskal-
Wallis-Test für die Auswertung herangezogen. Anschließend erfolgte die Anwendung 
der Bonferroni-Korrektur. Die gesamte statistische Analyse wurde mit Hilfe der 
Statistiksoftware SPSS 15.0 und SigmaStat 3.01 (SPSS Inc. Chicago, Illinois) unter 
Anleitung von Herrn Dr. med. Claudius Diez durchgeführt. Als signifikant wurden 
Differenzwerte erachtet, deren p-Wert unter 0,05 lag. 
  
 3 ERGEBNISSE 
 
Im Ergebnissteil soll näher auf die histologisch-pathologischen Veränderungen der 
Rattenlungen im postoperativen Verlauf eingegangen werden. Um die krankhaften 
Umbauprozesse des Lungengewebes im Rahmen der Abstoßung verstehen und 
abgrenzen zu können, ist es nötig, den histologischen Aufbau einer gesunden 
Rattenlunge zu kennen (siehe Kapitel 2, Abschnitt 2.7.1).  
 
3.1 Ergebnisse der konventionellen Histologie  
 
3.1.1 0-Kontrolle 
 
Bei der lichtmikroskopischen Beurteilung der rechten Lungen der Kontrollgruppen in 
den HE-gefärbten Schnitten wurden keine pathologischen Veränderungen festgestellt. 
Das Parenchym war unauffällig. Die bronchialen sowie vaskulären Strukturen zeigten 
eine intakte Struktur und waren frei von Rundzellinfiltraten (Abbildung 3.1). Das 
respiratorische Epithel der Bronchioli mit den basal liegenden Zellkernen verlief in 
regelmäßiger, wellenförmiger Struktur um das Lumen und haftete fest auf der 
darunterliegenden Lamina propria. Die zirkulär angeordnete glatte Muskelschicht zeigte 
sich kontinuierlich ohne jegliche Unterbrechungen. Die arteriellen Strukturen zeigten 
ein unbeschädigtes, einschichtiges Plattenendothel mit länglichen Kernen und eine 
kontinuierliche kräftige Muskularis unter der bindegewebigen Adventitia. Die venösen 
Gefäße waren regelhaft gebaut mit schmaler Wanddicke und muskelfaserarmer, dünner 
Muskelschicht. Singulär waren auch einzelne Herde von lymphatischem Gewebe, das 
sogenannte BALT (bronchus-associated lymphatic tissue) in der Lamina propria der 
Bronchialschleimhaut zu finden. Nur in vereinzelten Präparaten traten geringgradig 
ausgeprägte Inflammationszeichen auf. Auch die linken sowie rechten Lungen der 
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syngen transplantierten Tiere der 0-Gruppe zeigten keinerlei histologische 
Auffälligkeiten.   
 
Abbildung 3.1: Ausschnitt aus einer rechten unveränderten Lunge; HE-Färbung; 100fache 
Vergrößerung.  
Der Bronchiolus (BR) besitzt ein sternförmiges Lumen, das von einem respiratorischen Epithel (reEp) 
umhüllt wird. Es folgt die bindegewebige Lamina propria (Lamprop), sowie die aus glatten Muskelzellen 
bestehende, zirkulär verlaufende Tunica muscularis (Musc). Peribronchiales Bindegewebe bettet den 
Bronchiolus in das umgebende Lungenparenchym ein. Rechts neben dem Bronchiolus befindet sich ein 
arterielles Gefäß (GE). Es besitzt als innerste Schicht die Tunica intima (Int), die aus einem 
einschichtigen Epithel mit flachen Endothelzellen besteht, deren Zellkerne sich in das Lumen vorwölben. 
Die aufliegende breite Tunica media (Med) enthält dicht gepackte glatte Muskelzellen, die zirkulär 
angeordnet sind. Die stäbchenförmige und mitunter geschlängelte Form der Zellkerne der glatten 
Muskulatur lässt sich in diesem Gefäßquerschnitt gut erkennen. Die außen gelegene bindegewebige 
Adventitia (Adv) dient dem Einbau der Arterie in seine Umgebung. Das Lungenparechym besteht 
vorrangig aus Alveolen (AL) mit dünnen Alveolarsepten und infiltrat- sowie ödemfreien Lumina. Als 
Vertreter des unspezifischen Abwehrsystems der Lunge können Alveolarmakrophagen (kleine Pfeile) 
hämatogen in die Alveolarsepten einwandern und intraalveolär auftreten.  
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Am POD 15 nach allogener Lungentransplantation (LTx) zeigte sich in den linken 
Lungen der 0-Gruppe eine milde bis ausgeprägte perivaskuläre wie auch peribronchiale 
Inflammationsreaktion mit Infiltraten aus mononukleären Entzündungszellen (siehe 
Abbildung 3.2). Im Parenchym hatte sich ein interstitielles Ödem entwickelt. Die 
Auswertung einer Lunge war aufgrund der schlechten Qualität des Organgewebes nicht 
möglich. Zirkulär um die Gefäße waren deutliche Infiltrationen („cuffing“) erkennbar, 
welche sich zum Teil bis in die Alveolarsepten ausgedehnt hatten.  
 
 
Abbildung 3.2: Ausschnitt aus einer linken, allogen transplantierten Lunge am POD 15 ohne 
medikamentöse Therapie. HE-Färbung.  
Es ist eine moderate akute Abstoßung zu sehen mit ausgeprägter peribronchialer und -vaskulärer 
Infiltration mononukleärer Zellen (Sternchen). Die Wände der beiden Gefäße (GE) sind bereits leicht 
verdickt und zeigen eine beginnende Okklusion. Die Entzündungszellen haben die Tunica muscularis des 
Bronchus (BR) durchbrochen und sind in das Lumen eingewandert (kleine Pfeile). Kennzeichnend für 
dieses Stadium der akuten Abstoßung sind die destruktiven Veränderungen des Bronchus mit epithelialen 
Ulzerationen und Dissoziation des Epithels von der Basalmembran (großer Pfeil). Interstitiell finden sich 
diffuse Infiltrate.  
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An einigen Stellen der Gefäßwand war die Muskularis durchbrochen und teilweise 
bereits zerstört. In drei von vier Lungen waren die Lymphozyten bis in die Gefäßlumina 
vorgedrungen. Eine der allogen transplantierten Lungen wies eine schwach vaskuläre 
Abstoßungsreaktion (A1) mit geringgradiger, perivaskulärer Infiltration und vielen 
freien Lumina auf. Drei der vier Transplantate zeigten massive, mehrschichtige 
peribronchiale Infiltrationen mit Durchbrechung der Lamina muscularis mucosae der 
kleinen Bronchien und erheblicher Infiltration der Submukosa. Vereinzelt waren 
intraluminäre, lymphozytäre Zellen zu sehen.  
 
Am POD 30 nach allogener LTx konnte eine deutlich vermehrte mononukleäre 
Infiltration um die Gefäße festgestellt werden. Vereinzelt war eine deutliche 
Hyperplasie der arteriellen Gefäßwände parallel zu einer subendothelialen 
Zellinfiltration zu verzeichnen. Es kam stellenweise zum vollständigen Durchbruch der 
Gefäßwand mit Rundzellinfiltration im Gefäßinneren (siehe Abbildung 3.3). Kleinere 
Gefäße waren teilweise vollständig von infiltrierten Lymphozyten und proliferierenden  
Fibroblasten okkludiert. Diese Obliteration betraf 25%-50% der kleinen Gefäße und 
entsprach damit dem Bild einer chronischen Abstoßung mit beginnender vaskulärer 
Destruktion (erhebliche Destruktion, vaskuläre Obliteration). Die kleinen Bronchien 
waren größtenteils destruiert und zeigten eine geringe peribronchiale Infiltration. Bei 
größeren Bronchien hingegen war eine massive peribronchiale Infiltration mit 
Durchwanderung der Muskularis und erheblicher Inflammation der Submukosa 
sichtbar. Die bronchialen Epithelzellen waren zum Teil hochgradig metaplastisch 
verändert und destruiert, was sich durch eine Ablösung der Zellen von der 
Basalmembran bzw. Lamina propria zeigte. Insgesamt waren mehr als 50% der kleinen 
Bronchien zerstört und zeigten somit eine chronisch bronchiale Abstoßung vom ISHLT-
C-Grad 2-3 (siehe Abbildung 3.15). 
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Abbildung 3.3: Ausschnitt aus einer linken, allogen transplantierten Lunge am POD 30 ohne 
medikamentöse Therapie. HE-Färbung.  
Der Ausschnitt zeigt eine sehr ausgeprägte perivaskuläre Infiltration mononukleärer Zellen („cuffing“) 
(Sternchen) um eine kleine Arterie (GE). Die Rundzellen haben die Gefäßwand durchbrochen und sind 
intraluminal eingewandert (kleine Pfeile im Gefäßlumen). Der Bronchiolus (BR) ist von einem weniger 
dichten Band von Entzündungszellen umgeben. Jedoch haben die Rundzellen bereits die Tunica 
muscularis durchwandert (Migration) und sind in das Bronchiallumen vorgedrungen (kleine Pfeile im 
Bronchioluslumen). Interstitiell zeigt sich eine diffuse Durchsetzung mit Entzündungsinfiltraten sowie 
ödematös veränderte Alveolen (AL+Ö).  
 
Am POD 60 fanden sich fast keine interstitiellen, perivaskulären und peribronchialen 
Infiltrationen mehr, was auf eine Regression des akuten Abstoßungsgeschehens 
schließen ließ. Allein in einer der fünf Lungen wiesen die bronchialen und vaskulären 
Strukturen noch ausgeprägte Inflammationszeichen im Sinne einer perivaskulären 
Infiltration auf (ISHLT –A 2.5 und –B 2). So konnte man in vier der fünf Präparate 
aufgrund des Mangels an peribronchialen und –vaskulären Infiltraten von einer 
inaktiven BO (Cb) bzw. einem inaktiven vaskulären Geschehen (Db) sprechen. In 
einem der Tiere war jedoch noch ein aktives, inflammatorisches Geschehen mit 
Rundzellherden nachweisbar (Ca bzw. Da).   
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Über 50% der kleinen Gefäße und Bronchien waren destruiert. Obwohl ein Teil der 
größeren Strukturen noch offene Lumina hatte, zeichnete sich bereits eine progrediente 
vaskuläre und bronchiale Destruktion ab. Interstitiell fand man eine deutliche 
bindegewebig-fibrotische Gewebetransformation vor, wobei noch keine ubiquitäre 
Bindegewebsnarbe zu verzeichnen war. Vaskuläre Sklerose und BO dominierten das 
Bild in allen allogenen Transplantaten (siehe Abbildung 3.4).  
 
 
Abbildung 3.4: Ausschnitt aus einer linken, allogen transplantierten Lunge am POD 60 ohne 
medikamentöse Therapie. HE-Färbung.  
Das histologische Bild zeigt einen deutlichen Rückgang der akuten Abstoßungsreaktion mit fehlenden 
peribronchialen und –vaskulären Infiltrationen. Es sind bereits erhebliche degenerative Umbauprozesse 
an bronchialen sowie vaskulären Strukturen zu sehen sowie eine Fibrosierung/beginnende Vernarbung 
des Interstitiums (Sternchen). Das Gefäß (GE) im rechten oberen Bildausschnitt ebenso wie der Bronchus 
(BR) in der Bildmitte sind bereits okkludiert. Residuale Rundzellansammlungen sind lediglich noch in 
der Submukosa und im Lumen des Bronchus sichtbar.  
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100 Tage nach der Transplantation war der größte Teil aller Lungengewebe 
bindegewebig vernarbt und bereits makroskopisch fiel die massive Schrumpfung der 
transplantierten allogenen Lungen auf den Objektträgern auf. Von der Okklusion und 
Degeneration des Lumens waren neben den Bronchiolen nun auch die größeren 
Bronchien betroffen. Bei den kleineren sowie größeren Gefäßen kam es durch den 
fibrotischen Umbauprozess zu vernarbten, verdickten Gefäßwänden und konsekutiv zu 
einem vollständigen Verschluss der Lumina. In der histologischen Betrachtung stellte 
sich der Endzustand der chronischen Transplantatabstoßung der Lunge mit massiver 
vaskulärer Sklerose und BO mit ISHLT-Score – C 3.1 und – D 2.9 dar (siehe Abbildung 
3.5 und Abbildung 3.15). 
 
 
Abbildung 3.5: Ausschnitt aus einer linken, allogen transplantierten Lunge am POD 100 ohne 
medikamentöse Therapie. HE-Färbung.  
In der lichtoptischen Untersuchung ist eine massive Vernarbung und Destruktion der kleineren und 
größeren vaskulären (GE) und bronchialen Strukturen (BR) zu erkennen. Die Lumina der größeren und 
kleineren Gefäße (GE) und Bronchioli (BR) sind vollständig okkludiert oder nur noch residual geöffnet. 
Das Interstitium ist weitgehend vernarbt (NA) und normale Lungenstrukturen sind kaum mehr 
aufzufinden.  
NA 
BR 
GE 
GE 
NA 
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3.1.2 MP-Kontrolle 
 
Die nativen rechten Lungen zeigten in 21 von 25 Schnitten ein physiologisches, 
unauffälliges Lungengewebe, mit Ausnahme von vier der 25 Tiere. In den Lungen von 
zwei Tieren am POD 60 sowie zwei Ratten am POD 100 waren vereinzelt Stellen mit 
geringer perivaskulärer Infiltration zu beobachten. Pathologische Befunde auf 
bronchialer oder interstitieller Ebene waren in keiner der rechten Lungen der 
Versuchstiere nachweisbar. Die rechten, syngen transplantierten Lungen wiesen am 
POD 100 weder ein Anzeichen einer Infektion noch einer Abstoßungsreaktion auf.  
 
In den am POD 20 untersuchten allogenen linken Lungen der Methylprednisolon-
Gruppe (MP-Gruppe) fand sich histologisch eine erhöhte perivaskuläre sowie 
peribronchiale Infiltrationsaktivität mit starker Infiltration des Interstitiums (siehe 
Abbildung 3.6). Die perivaskuläre Infiltration zeigte mehrschichtige Reihen 
mononukleärer Entzündungszellen („cuffing“), welche stellenweise die Muskularis 
durchbrochen hatten. Aufgrund dieses akuten, milden bis moderaten vaskulären 
Abstoßungsgeschehens wurde jedes der Tiere mit einem ISHLT-A-Grad zwischen 2 
und 3 bewertet (siehe Abbildung 3.14). Die kleinen Bronchien von vier der fünf Tiere 
waren ebenfalls von einem mehrschichtigen Infiltrationssaum umgeben, wobei die 
mononukleären Zellen bis zur Submukosa vorgedrungen waren. Lediglich in einer 
Lunge wurde die peribronchiale Infiltration in einer deutlich schwächeren Ausprägung 
vorgefunden (ISHLT – B 1). Parallel zu dem akuten Abstoßungsphänomen fanden sich 
in drei von fünf transplantierten Lungen bereits Anzeichen einer beginnenden 
chronischen Abstoßungsreaktion. In einem dieser Präparate war die Obliteration von 
etwa einem Viertel der kleineren vaskulären und bronchialen Strukturen erkennbar 
(ISHLT – C 1, – D  1), in den beiden anderen waren sogar etwa 50% der kleinen Gefäße 
und Bronchien von den chronisch-destruktiven Prozessen betroffen. Zudem ließ sich 
eine beginnende Fibrosierung der parenchymatösen Strukturen nachweisen.  
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Abbildung 3.6: Ausschnitt aus einer linken, allogen transplantierten Lunge der MP-Gruppe; POD 20; 
HE-Färbung.  
Das Lungengewebe zeigt eine schwere akute Abstoßungsreaktion mit mehrreihigen Rundzellinfiltraten  
(Sternchen) um Bronchus (BR) und Gefäß (GE). Bei der Arterie finden sich Zeichen einer Vaskulitis mit 
verdickten Gefäßwänden, subendothelialer Infiltration mononukleärer Entzündungszellen (Endotheliatis) 
und beginnender Okklusion des Lumens. Die Wandschichten und das Lumen des Bronchus sind derart 
massiv von Entzündungsinfiltraten durchsetzt, dass der Bronchus bereits völlig okkludiert ist. Dies 
entspricht dem histologischen Bild einer aktiven obliterativen Bronchiolitis. Das Interstitium zeigt diffuse 
leukozytäre Infiltrationen.  
 
Am POD 30 nach der Transplantation zeigte sich in den allogenen linken Lungen eine 
Reduktion der Infiltrationsaktivität auf vaskulärer sowie bronchialer Ebene, jedoch war 
sie ubiquitär noch deutlich nachweisbar. Insbesondere im Bereich der kleinen Gefäße 
traten eine vermehrte mehrschichtige, perivaskuläre Monozyteninfiltration sowie eine 
Verdickung der arteriellen Gefäßwände auf. Hinsichtlich ihrer Struktur waren die 
Gefäße noch intakt. Vergleichbar mit POD 20 erfolgte eine Okklusion und konsekutiv 
eine Destruktion von über 50% der kleinen Gefäße. In allen Lungen fanden sich 
mehrschichtige, peribronchiale Infiltrate mit submukös eingewanderten 
Entzündungszellen. Circa 50% der kleinen Bronchien waren obliteriert, somit waren die 
bronchiale und die vaskuläre Ebene vom Abstoßungsgeschehen etwa gleichermaßen 
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stark betroffen. Im Parenchym war eine beginnende und teilweise bereits ausgeprägte 
Fibrosierung zu erkennen, welche sich histologisch durch die regelmäßige, strukturierte 
Anordnung der Bindegewebsfibroblasten zeigte. Damit war bereits am POD 30 das Bild 
einer moderaten chronischen Abstoßung im Sinne einer vaskulären Sklerose und einer 
BO zu sehen.   
 
60 Tage nach der Transplantation zeigte sich eine starke Rückläufigkeit des akuten 
Geschehens und es waren kaum noch akute Infiltrationen um vaskuläre und bronchiale 
Strukturen nachweisbar. In allen allogenen Lungen dominierte das Bild der chronischen 
Abstoßung mit einer massiven interstitiellen Fibrose und teilweiser Vernarbung des 
Präparates. Nur noch wenige Areale mit normalem Lungengewebe waren zwischen dem 
fibrotischen Parenchym auffindbar. Es kam zur Okklusion des größten Teils der 
kleineren bis mittelgroßen Gefäße, welche aufgrund erheblicher Sklerosierungen und 
Wandverdickungen nur noch schwer von der Umgebung abgrenzbar waren. Die 
kleineren bronchialen Strukturen waren gleichermaßen von Destruktionen und 
Epithelablösungen betroffen und eine Trennung ihrer Wandstrukturen war aufgrund des 
fibrotischen Vernarbungsprozesses kaum noch möglich (siehe Abbildung 3.7). Die 
größeren vaskulären und bronchialen Strukturen ließen sich verhältnismäßig gut im 
Parenchym erkennen und ihre Lumina waren größtenteils noch offen. Damit bestand am 
POD 60 bereits eine massive chronische Abstoßung in den transplantierten Lungen. 
 
Am POD 100 fand sich eine massive Destruktion des Organgewebes mit kompletter 
Vernarbung des Interstitiums (siehe Abbildung 3.8). Makroskopisch war bereits ein 
verkleinerter und verdichteter Lungengewebsquerschnitt auf den Objektträgern 
hinweisend auf die Narbenbildung. Lichtoptisch konnte keine Infiltrationsaktivität mehr 
nachgewiesen werden. Die Gefäße waren okkludiert und sklerosiert ebenso wie die 
kleineren und mittelgroßen Bronchien. Lediglich größere bronchiale Strukturen zeigten 
noch ein offenes Lumen. Das Endstadium des chronischen Abstoßungsgeschehens der 
allogenen Lungen war mit der BO, der vaskulären Sklerose und der Vernarbung des 
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Interstitiums erreicht (ISHLT–A: 0.0 / –B: 0.0 / –C: 3.6/ –D: 3.6) (siehe Abbildung 
3.15). 
 
 
Abbildung 3.7: Ausschnitt aus einer linken, allogen transplantierten Lunge der MP-Gruppe am POD 60; 
HE-Färbung.  
Es ist ein Bronchiolus mit deutlichen Destruktionszeichen wie Epithelablösungen und –nekrosen (lange 
Pfeile) abgebildet. Peribronchial zeigen sich Fibrosierungen (Sternchen) mit einem deutlichen Rückgang 
der Rundzellinfiltrate. Lediglich intraluminal sind noch Entzündungszellen zu sehen (kleine Pfeile). 
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Abbildung 3.8: Ausschnitt einer linken, allogen transplantierten Lunge der MP-Gruppe am POD 100; 
HE-Färbung.  
Das Transplantat zeigt eine ubiquitäre Vernarbung (NA) mit völligem Verlust von funktionellem 
Lungengewebe und stellt damit den maximalen Grad chronischer Abstoßung dar. Lediglich die 
angedeuteten Lumina lassen noch auf ehemalige bronchiale oder vaskuläre Strukturen schließen (Pfeile).   
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3.1.3 RAD-Gruppe 
 
In nahezu allen nativen rechten Lungen waren keine Zeichen einer akuten sowie 
chronischen Transplantatabstoßung nachweisbar. Lediglich in den Lungen von drei 
Ratten – von einem Tier am POD 20 und von zwei Tieren am POD 100 - wurde ein 
verdichtetes, infiltriertes Parenchym und teilweise perivaskuläre Infiltrate beobachtet. 
Diese strukturellen, histologischen Veränderungen waren möglicherweise die Folge 
einer interstitiellen Pneumonie. Bei den syngen transplantierten Lungen fand sich 100 
Tage nach dem Eingriff bis auf eine Ausnahme ein völlig unauffälliges Organgewebe. 
Bei einem Tier wurden histologische Auffälligkeiten in Form von peribronchialen und 
perivaskulären Infiltraten in der linken Lunge und Gefäßinfiltrationen in der rechten 
Lunge beobachtet. Als Besonderheit fand sich in nahezu der Hälfte der rechten und 
syngen transplantierten Lungen ein vermehrtes Auftreten von schaumartig veränderten 
Alveolarmakrophagen in den Alveolarräumen, welche zum Teil von isolierten 
Lymphozyten sowie einer diskreten Vergrößerung der Alveolarsepten begleitet wurden 
(siehe Abbildung 3.9). 
 
 
Abbildung 3.9: Ausschnitt aus einer linken, syngen transplantierten Lunge der RAD-Gruppe am POD 
100; HE-Färbung. In der Abbildung sind Alveolen mit Anhäufungen von schaumartig aussehenden 
Alveolarmakrophagen (Pfeile) in den Alveolarräumen zu sehen.  
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20 Tage nach allogener LTx und damit 6 Tage nach Beginn der Everolimusapplikation 
dominierte die akute Abstoßung deutlich das histologische Bild in den Lungenschnitten. 
Es fand sich eine ausgeprägte interstitielle Infiltration mit Penetration der 
Entzündungszellen in die Alveolarräume. Perivaskulär zeigten sich massive 
Rundzellherde mit mehr als drei Zellschichten („cuffing“) und subendotheliale 
Infiltrationen (Endothelialitis) der kleineren, teilweise auch der größeren Gefäße 
(ISHLT –A 2,8). Im Rahmen eines bereits beginnenden chronischen 
Destruktionsprozesses kam es zu einer geringen fibrotisch-strukturellen Organisation 
des perivaskulären Bindegewebes sowie zur Okklusion einiger kleiner Gefäße; größere 
vaskuläre Strukturen besaßen dagegen noch offene Lumina (ISHLT –D 1). Bei den 
bronchialen Strukturen waren ebenfalls akute peribronchiale Infiltrationen zu erkennen 
mit Durchbrechung der Muscularis, Penetration der Entzündungszellen ins Lumen, 
Epithelablösungen sowie starke Nekrosezeichen (siehe Abbildung 3.10). Im Vergleich 
dazu wurde bei den Bronchien eine deutlich schwerere Schädigung festgestellt als bei 
den Gefäßen (ISHLT –B 3,2, siehe Abbildung 3.14). Der größte Teil der kleineren 
Bronchien war okkludiert bzw. nur noch residual geöffnet und schwer von der 
Umgebung abgrenzbar, während die größeren Strukturen meist noch ein offenes Lumen 
besaßen. Anders als bei den Gefäßen wurden auf bronchialer Ebene keinerlei Zeichen 
einer chronischen Abstoßung festgestellt (ISHLT –C 0). In der Übersicht bestanden eine 
massive akute Abstoßungsreaktion mit ausgeprägter BO mit moderatem Cuffing sowie 
eine Endothelialitis mit beginnender vaskulärer Sklerose. 
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Abbildung 3.10: Ausschnitte aus zwei linken, allogen transplantierten Lungen der RAD-Gruppe; POD 
20; HE-Färbung.  
Die beiden histologischen Bilder tragen Zeichen einer schweren akuten Abstoßung. Bild A zeigt ein 
arterielles Gefäß (GE) mit ausgeprägten mehrreihigen Rundzellinfiltraten (Sternchen), welche die 
Wandschichten durchbrochen und intraluminal eingewandert sind (kleiner Pfeil). Interstitiell finden sich 
intraalveoläre Ödeme (Ö) und Einblutungen (Pfeil). Bild B zeigt die maximale Infiltration eines 
Bronchiolus mit dichtem, mehrreihigem Rundzellsaum (Sternchen), Migration der Entzündungszellen 
durch die Muscularis (markiert durch zwei weiße Pfeile) bis ins Lumen (kurze schwarze Pfeile) sowie 
Epithelablösungen (langer Pfeil). 
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Am POD 30  kam es zu einer deutlichen Regression der akuten Abstoßungsreaktion im 
Vergleich zum POD 20 mit einer fortschreitenden Entwicklung des chronischen 
Abstoßungsgeschehens. Die perivaskulären Infiltrationen waren durchaus vorhanden, 
jedoch mit geringerer Ausprägung und deutlich in Richtung Interstitium 
zurückweichender Entzündungsaktivität. Es zeigten sich eine zunehmende Fibrosierung 
um kleinere und größere Gefäße sowie eine Okklusion der kleineren vaskulären 
Strukturen, wohingegen mittelgroße bis größere Gefäße zum Teil noch offene Lumina 
hatten. Auf bronchialer Ebene erwies sich die Beurteilung als schwierig. In drei der fünf 
Lungenschnitte waren kaum noch kleinere bronchiale Strukturen angeschnitten oder 
bereits derart destruiert, dass eine Unterscheidung vom umliegenden Gewebe schwer 
möglich erschien. Um die größeren Bronchien wurden einerseits moderate 
Rundzellinfiltrationen mit Durchbrechung der Muskularis und subepithelialer 
Infiltration, andererseits auch eine sehr geringe peribronchiale Entzündungsaktivität 
beobachtet. Zudem fand sich bei den größeren Strukturen eine fortgeschrittene 
peribronchiale Fibrosierung, mäßige bis fortgeschrittene Destruktion und 
Epithelablösungen mit zum Teil noch offenen Lumina. Die kleineren Bronchien waren 
zu 25% bis 50% okkludiert bzw. nur noch residual geöffnet. Interstitiell war in einigen 
Präparaten eine deutliche Abnahme der Entzündungszellen im Parenchym sichtbar, in 
anderen hingegen wurde eine noch stark ausgeprägte diffuse Infiltration beobachtet. 
Insgesamt stellte der POD 30 einen histologischen „Übergangsbereich“ der allogenen 
Lungen dar, mit perivaskulären/ -bronchialen Infiltraten sowie parallel bestehender, 
beginnender vaskulärer Sklerose und BO (siehe Abbildung 3.11). Dieses Nebeneinander 
von akutem und chronischem Abstoßungsgeschehen ergab die histologische 
Klassifikation der Lungen mit dem ISHLT-Score –A 1,8/ –D 2,2 und –B 2,125/ –C 
3,125 (siehe Abbildung 3.14 und Abbildung 3.15).  
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Abbildung 3.11: Ausschnitte aus zwei linken, allogen transplantierten Lungen der RAD-Gruppe am POD 
30; HE-Färbung.  
Die beiden Abbildungen weisen auf das histologische „Mischbild“ am POD 30 hin. In Bild A finden sich 
im Zuge des akuten Abstoßungsgeschehens ausgeprägte perivaskuläre sowie –bronchiale Infiltrate 
(orange Sternchen) um die beiden Gefäße (GE) und den Bronchiolus (BR) sowie Epithelablösungen 
(langer Pfeil) und intraalveoläre (AL) bzw. intraluminäre (kurze weiße Pfeile) Entzündungszellen. 
Abbildung B stellt die fortschreitende chronische Abstoßung mit beginnender Fibrosierung (lange Pfeile) 
um Gefäße (GE) und Bronchien (BR) mit Epithelnekrosen (grüner Pfeil) dar. Die peribronchialen 
Rundzellinfiltrate (orange Sternchen) zeigen eine deutliche Regression Richtung Interstitium mit 
verminderter Infiltration in den Alveolen (AL). Intraluminale Entzündungszellen (kleine Pfeile) im 
Bronchus bleiben residual erhalten. 
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Am POD 60 nach allogener Transplantation war eine starke Tendenz zur chronischen 
Abstoßung erkennbar. Vereinzelt waren auf vaskulärer Ebene perivaskuläre 
Rundzellherde kleinerer und mittelgroßer Gefäße zu sehen. Insgesamt dominierte das 
chronische Abstoßungsgeschehen mit Okklusion von circa 50% der kleinen Gefäße 
sowie zirkumferentieller Organisation des Bindegewebes um die zum Teil noch offenen 
mittelgroßen bis großen Gefäßstrukturen. Auch peribronchiale Infiltrationen waren stark 
rückläufig und traten meist nur singulär um mittelgroße bis größere Bronchien auf. Die 
kleineren bronchialen Strukturen waren von einer derart ausgeprägten Okklusion und 
Destruktion betroffen, dass sie in den Lungenschnitten kaum noch auffindbar waren 
(siehe Abbildung 3.12). Die mittelgroßen und großen Bronchien hatten teilweise noch 
offene Lumina, aber sie zeigten eine Aufhebung ihrer Wandschichten und ausgeprägte 
Epithelablösungen bzw. –nekrosen. Im Vergleich zu den vaskulären Strukturen waren 
die Bronchioli deutlich stärker vom chronischen Abstoßungsgeschehen betroffen. Im 
Interstitium fand sich im Gegensatz zu den bronchialen und vaskulären Strukturen 
häufig noch eine relativ ausgeprägte, diffuse Infiltration. Auffällig am POD 60 waren 
die vielen Anschnitte von Lymphgefäßen mit intraluminären Entzündungszellen. 
Histologisch zeigte sich eine schwere Destruktion der bronchialen Strukturen im Sinne 
einer BO mit fortgeschrittener vaskulärer Sklerose bei geringer peribronchialer und –
vaskulärer Infiltration (ISHLT –A 1,5/ –D 3 und ISHLT –B 1,5/ –C 3,4) (siehe 
Abbildung 3.14 und Abbildung 3.15). 
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Abbildung 3.12: Ausschnitte aus zwei linken, allogen transplantierten Lungen der RAD-Gruppe am POD 
60; HE-Färbung (A) sowie Masson-Goldner-Färbung (B).  
In beiden Abbildungen dominiert das chronische Abstoßungsgeschehen mit ausgeprägten Fibrosierungen 
(lange Pfeile) um Gefäße (GE) und Bronchien (BR). Die interstitiellen Infiltrationen (orange Sternchen) 
sind sowohl in Abbildung A als auch B deutlich rückläufig. Im Bild A sind die kleineren Gefäße fast 
vollständig okkludiert (kleine Pfeile) und noch kaum als solche erkennbar. Mit Hilfe der Masson-
Goldner-Färbung im Bild B wird selektiv Fibrin und Kollagen angefärbt, das in histologischen Schnitten 
grünlich imponiert und den ausgeprägten Fibrosierungsgrad verdeutlicht. Der kleine orange Pfeil (Abb. 
B) weist auf den vollständigen Untergang des bronchialen Epithels und dessen Ersatz durch Kollagen hin. 
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Am POD 100 wies die makroskopisch sichtbare massive Schrumpfung und 
Verdichtung der allogenen Lungen bereits auf die ausgeprägte Vernarbung der 
Atmungsorgane hin. Im Interstitium fand sich in beinahe allen Präparaten eine starke 
Fibrosierung mit gleichförmig-paralleler Bindegewebsstruktur und fehlender 
Infiltrationsaktivität. Diese massive Bindegewebsneubildung stellt sich besonders 
deutlich in der Masson-Goldner-Färbung dar, die diese Gewebskomponente spezifisch 
grünlich anfärbt. Kleinere Gefäße waren in 3/5 der Lungen zu über 75% okkludiert und 
lediglich größere vaskuläre Strukturen zeigten vereinzelt noch offene Lumina bei sehr 
stark ausgeprägten perivaskulären Fibrosierungen, Endothelnekrosen und vaskulärer 
Sklerose. Lediglich in zwei der fünf Präparate wurden noch perivaskuläre Infiltrationen 
und eine interstitielle Entzündungsaktivität festgestellt (ISHLT –A 1). Auch die 
chronisch bronchiale Destruktion hatte am POD 100 ihr Maximum erreicht und es 
waren aufgrund der vernarbenden, destruktiven Prozesse kaum noch kleinere und 
mittlere Bronchien auffindbar bzw. nur noch schwer von der Umgebung abgrenzbar. 
Die größeren bronchialen Strukturen zeigten semi-okkludierte bis völlig okkludierte 
Lumina und fortgeschrittene Epithelablösungen mit intraluminal gelegenen 
nekrotischen Zellabschilferungen. Bei zwei der fünf Lungen wurden singulär noch 
peribronchiale Rundzellansammlungen bei teilweise offenlumigen Bronchien 
beobachtet (ISHLT –B 1,33). Wie am POD 60 waren häufig Lymphozytenanschnitte im 
Gewebe vorzufinden. Das vorherrschende histologische Bild einer BO, einer vaskulären 
Sklerose und einer interstitiellen Vernarbung spiegelten den Höhepunkt der chronischen 
Abstoßung der allogenen linken Lungen wieder (ISHLT –C 3,7 und ISHLT –D 3,4) 
(siehe Abbildung 3.13 und Abbildung 3.15).  
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Abbildung 3.13: Ausschnitt aus zwei linken, allogen transplantierten Lungen am POD 100; HE-Färbung.  
In den beiden Lungen ist das Endstadium der chronischen Abstoßung, die vollständige Vernarbung des 
Transplantats (NA) mit Bronchiolitis obliterans und vaskulärer Sklerose zu sehen. Die Pfeile deuten noch 
auf die Lumina residualer vaskulärer und bronchialer Strukturen hin, wobei eine Differenzierung 
zwischen Bronchiolus und Gefäß kaum mehr möglich ist.   
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Im Folgenden ist die graphische Darstellung des akuten und chronischen 
Abstoßungsgrades gemäß ISHLT der allogenen Lungen aller drei Versuchsgruppen 
abgebildet (Abbildung 3.14, Abbildung 3.15). Als Resultat ergab sich, dass in keiner der 
Gruppen weder mit noch ohne medikamentöse Therapie die Ausbildung der 
chronischen Abstoßung mit BO und vaskulärer Sklerose verhindert oder verzögert 
werden konnte. 
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Abbildung 3.14: Graphische Darstellung der ISHLT-Klassifizierung der akuten Abstoßung.  
ISHLT-A stellt den Grad der vaskulären akuten Abstoßung, ISHLT-B den Grad der bronchialen akuten 
Abstoßung dar. Das Maximum wird bei allen Gruppen am Tag 15/20 nach LTx erreicht. Ab Tag 60 
zeigten sich in der 0-Kontrolle sowie MP-Gruppe deutlich geringere Zeichen akuter Abstoßung. In den 
Lungen der RAD-Gruppe ist die inflammatorische Rejektion dagegen bis Tag 100 präsent. Dargestellt 
sind die Mittelwerte mit Standardabweichung aus 5 Tieren je Gruppe. Näheres siehe Text.  
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Abbildung 3.15: Graphische Darstellung der ISHLT- Klassifizierung der chronischen Abstoßung. 
ISHLT- C stellt den Grad der bronchialen chronischen Abstoßung, ISHLT- D den Grad der vaskulären 
chronischen Abstoßung dar. Das Maximum der chronischen Abstoßung wird in der MP- sowie RAD-
Gruppe am Tag 100 erreicht, in der 0-Kontrolle am Tag 60. Bereits am Tag 30 zeigten sich in allen drei 
Gruppen deutliche Zeichen des chronischen Abstoßungsgeschehens. Dargestellt sind die Mittelwerte mit 
Standardabweichung aus 5 Tieren je Gruppe. Näheres siehe Text.  
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3.2 Ergebnisse der Immunhistologie  
 
3.2.1 Expression des Makrophagenmarkers ED1 
 
Rechte Lungen  
In der Abbildung 3.16A wurde die Anzahl der positiv gefärbten Makrophagen in den 
rechten Lungen der 0-Kontrolle, der MP-Gruppe sowie der RAD-Gruppe aufgetragen. 
Die Expression von ED1 in den nativen rechten Lungen der 0-Kontrolle und der MP-
Gruppe zeigte sich unabhängig vom postoperativen Zeitpunkt niedrig gegenüber dem 
Ausgangsmaterial und ohne signifikante Differenzen untereinander wie auch im 
Vergleich zu den rechten Lungen der syngen transplantierten Lungen. Das 
Ausgangsmaterial bezeichnet die nicht-transplantierten Lungen von F344[RT1]lvl -Ratten, 
welche nach Perfusion mit modifizierter Euro-Collins-Lösung ohne relevante Ischämiezeit 
aufgearbeitet wurden. Die Werte der 0-Gruppe und der MP-Gruppe wiesen im 
gegenseitigen Vergleich minimale Unterschiede auf. Über den gesamten 
Untersuchungszeitraum lagen die Werte im Mittel bei 18.6 ± 0.6 für die 0-Kontrolle und 
bei 19.7 ± 0.5 für die MP-Gruppe. Dies entsprach den Werten der entsprechenden 
rechten Organe der syngen transplantierten Tiere (0-Kontrolle: 18.7 ± 1.6 und MP-
Gruppe: 18.2 ± 1.5). Betrachtet man die rechten Lungen der mit Everolimus 
behandelten Tiere untereinander, so zeigte die ED1-Expression über den 
Untersuchungszeitraum keine signifikanten Veränderungen. Die Anzahl der ED1-
positiven Zellen der RAD-Gruppe lag über 100 Tage im Mittel bei 11.7 ± 1.6 sowie bei 
den rechten, syngen transplantierten Lungen bei 11.12 ± 3.4, und damit um 37% bzw. 
41% signifikant unter den Werten der 0-Kontrolle bzw. MP-Gruppe (MP vs RAD POD 
20: p<0.001; POD 30: p=0.008). 
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Linke Lungen 
0-Kontrolle 
Die Anzahl der ED1-positiven Zellen der linken allogen transplantierten Lungen der 0-
Kontrolle nahm initial am POD 5 versus dem Ausgangswert signifikant (p<0.05) zu. Im 
weiteren Verlauf wurde an POD 15 und 30 eine signifikant vermehrte Expression von 
ED1 beobachtet verglichen mit POD 5 (POD 5 vs POD 15: p<0.001; POD 5 vs POD 
30: p<0.001). Das Maximum der Expression zeigte sich am POD 30, wobei zwischen 
den Werten von POD 15 und POD 30 keine signifikanten Unterschiede bestanden 
(p<0.05). Bezogen auf das Ausgangsmaterial waren die ED1-positiven Zellen am POD 
15 und 30 um Faktor 2.0 bzw. Faktor 2.1 signifikant erhöht. Der weitere postoperative 
Verlauf ab POD 30 bis 100 wurde nicht in die Analyse miteinbezogen, da die 
Infiltration von Entzündungszellen ins Lungengewebe nur in der akuten Phase nach 
LTx als ein Maß für die Entstehung einer akuten Abstoßung herangezogen werden 
kann. Bei den syngen transplantierten linken Lungen ließen sich keine signifikanten 
Unterschiede zu den entsprechenden rechten syngenen Lungen feststellen. In den 
allogenen linken Lungen wurde zu jedem Zeitpunkt (POD 5, 15, 30) des postoperativen 
Verlaufes signifikant mehr ED1 exprimiert als in den korrespondierenden rechten 
Lungen der gleichen Tiere. In Abbildung 3.16C wurde die Differenz aus linker und 
rechter Lunge aufgetragen um die reaktive Mehrproduktion von positiven ED1-Zellen 
der linken Lunge im Vergleich zur rechten Lunge darzustellen.  
 
MP-Gruppe 
Nach MP-Gabe wurde die ED1-Expression der allogenen Lungen der MP-Gruppe 
erstmals am POD 20 untersucht. Vier Tage nach der Bolustherapie wurden in den 
linken Lungen der MP-Gruppe eine geringere Anzahl inflammatorischer Zellen 
nachgewiesen als in der 0-Kontrolle. Vom POD 20 auf POD 30 kam es zu einem nicht 
signifikanten Anstieg (p>0.05) positiver Zellen in den linken Lungen der MP-Gruppe, 
jedoch wurde an beiden PODs weniger ED1 exprimiert als in der 0-Kontrolle (siehe 
Abbildung 3.16B). In den syngen transplantierten linken Lungen wurden vergleichbar 
viele Zellen gezählt als in den syngen transplantierten rechten Lungen wie auch in der 
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0-Kontrolle. Die ED1-Expression in den allogenen Lungen nach LTx der MP-Gruppe 
war über den gesamten Untersuchungszeitraum signifikant höher als in den nativen 
rechten Lungen. 
 
RAD-Gruppe 
In der RAD-Gruppe erfolgte die Untersuchung der ED1-positiven Zellen ebenso wie in 
der MP-Gruppe 20 Tage nach LTx. Die Anzahl der ED1 positiven Zellen in den 
allogenen Lungen (Differenzwerte) war zu diesem Zeitpunkt gegenüber der MP-Gruppe 
signifikant erhöht (p<0.001), lag aber deutlich unter den Werten der 0-Kontrolle. Im 
weiteren Verlauf bis POD 30 kam es zu einer nicht signifikanten Reduktion der ED1-
Expression in den allogenen Lungen von im Durchschnitt 26.3 (POD 20) auf 18 (POD 
30) pro Gesichtsfeld (POD 20 vs 30: p=0.065), so dass die Zellzahl der RAD-Gruppe 
sowohl 49% unter der 0-Kontrolle als auch 36% unter der MP-Gruppe lag (siehe 
Abbildung 3.16B). Hinsichtlich der linken syngen transplantierten Lungen am POD 100 
wurde ebenfalls eine verminderte ED1-Bildung im Vergleich zur 0-Kontrolle sowie 
MP-Gruppe festgestellt. Während des postoperativen Verlaufes (POD 20, POD 30) 
wurden in den linken allogenen Lungen der RAD-Gruppe signifikant mehr ED1 
exprimiert als in den entsprechenden rechten Lungen der gleichen Tiere (POD 20: 
p<0.001; POD 30: p=0.016). 
 
Abbildung 3.16 (siehe nachfolgende Seite): Expression von ED1-positiven Makrophagen. 
Darstellung der ED1-positiven Zellen pro Gesichtsfeld in den nativen rechten Lungen (A) und in den 
linken allogen transplantierten Lungen (B). Die Grafik C stellt die Differenzwerte der linken Lunge 
abzüglich der rechten Lunge dar, um so die absolute Anzahl ED1-positiver Zellen und damit die 
Mehrproduktion der Entzündungszellen der linken Lunge zu erhalten. Das Ausgangsmaterial entspricht 
den zu transplantierenden Lungen mit Perfusion. Statistik:   
* (Sternchen schwarz): signifikanter Unterschied (p<0.05) der 0-Kontrolle zum vorhergehenden POD  
 (roter Stern): signifikanter Unterschied (p<0.05) zwischen RAD vs. MP-Gruppe am gleichen POD  
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3.2.2 Expression von CD11a 
 
Rechte Lungen 
Die CD11a-Expression in den Gewebeschnitten der nativen rechten Lungen der 0-
Kontrolle sowie der MP-Gruppe zeigte über den gesamten postoperativen Verlauf 
stabile Werte ohne signifikante Differenzen untereinander sowie im gegenseitigen 
Vergleich (siehe Abbildung 3.17A). Die Werte lagen über die Zeit im Mittel bei 26.9 ± 
1.1 für die 0-Kontrolle und bei 25.6 ± 1.9 für die MP-Gruppe. Die nativen rechten 
transplantierten Lungen der mit Everolimus behandelten Tiere zeigten im Vergleich zur 
0-Kontrolle und MP-Gruppe eine signifikant reduzierte Expression an CD11a-positiven 
Leukozyten an allen untersuchten PODs (MP vs RAD: p< 0.001). Mit im Mittel 8.1 ± 
2.6 Leukozyten pro Gesichtsfeld waren die Werte um das 3.3fache gegenüber der 0-
Gruppe bzw. 3.2fache gegenüber den entsprechenden Lungen der MP-Gruppe 
vermindert. Die CD11a-Expression der rechten Lungen der syngen transplantierten 
Tiere der RAD-Gruppe lagen im Mittel bei 9.08 ± 0.6 am POD 100 und waren somit 
gegenüber den korrespondierenden Lungen der beiden anderen Gruppen signifikant 
reduziert (RAD vs MP und RAD vs 0-Kontrolle: p<0.001).  
 
Linke Lungen 
0-Kontrolle 
In den allogen transplantierten Lungen der 0-Kontrolle nahm die Anzahl der CD11a-
positiven Zellen am POD 5 um den Faktor 1.7 gegenüber dem Ausgangsmaterial 
signifikant zu (p<0.05) (siehe Abbildung 3.17B). Im weiteren postoperativen Verlauf 
zeigte sich eine hoch signifikante Expression von CD11a am POD 15 und 30 im 
Vergleich zu POD 5 (p=0.006 bzw. p=0.001). Das Maximum an CD11a positiven 
Zellen wurde am POD 30 erreicht, wobei sich der Unterschied zu POD 15 als nicht 
signifikant zeigte (POD 15: 57.3 vs. POD 30: 58.24 CD11a-positive 
Zellen/Gesichtsfeld). Zwischen den linken und rechten Lungen der syngen 
transplantierten Tiere waren keine signifikanten Unterschiede feststellbar, was auch 
graphisch anhand des sehr geringen Differenzwertes der syngenen Lungen (linke Lunge 
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abzüglich rechter Lunge) von 0.1 erahnt werden kann (siehe Abbildung 3.17C). 
Während des gesamten postoperativen Verlaufes wurden in den linken allogen 
transplantierten Lungen der 0-Gruppe signifikant mehr CD11a exprimiert als in den 
korrespondierenden rechten Lungen der gleichen Tiere, wie die positiven 
Differenzbeträge über den gesamten Zeitraum in Abbildung 3.17C erahnen lassen.  
 
MP-Gruppe 
Die CD11a-Expression der linken Lungen der MP-Gruppe nach LTx zeigte am POD 20 
einen signifikanten Anstieg im Vergleich zu dem Ausgangsmaterial (nicht 
transplantierte, perfundierte Lungen), lag jedoch unter den Werten der 0-Kontrolle 
(siehe Abbildung 3.17B). Das Erreichen des Maximums der CD11a- Infiltration erfolgte 
in der MP-Gruppe am POD 30 mit einer signifikant erhöhten Anzahl positiv gefärbter 
Zellen im Vergleich zu POD 20 (p=0.001). Die erhöhte CD11a-Expremierung im 
Vergleich zur RAD-Gruppe am POD 30 war zudem signifikant (RAD vs MP am POD 
30: p=0.002). Bei den linken syngenen Lungen wurden vergleichbar viele Zellen 
gezählt als in den rechten syngenen Transplantaten als auch in der 0-Kontrolle. Der 
direkte Vergleich der allogenen linken Lungen mit den nativen rechten Lungen der 
gleichen Tiere zeigte während des gesamten postoperativen Verlaufes eine signifikant 
erhöhte CD11a-Expression in den linken Lungen (siehe Abbildung 3.17C). 
 
RAD-Gruppe 
Die Auszählung der CD11a positiven Zellen erfolgte wie bei der MP-Gruppe erst ab 
POD 20, da die Everolimus-Immunsuppression erst ab dem POD 14 appliziert wurde. 
Sechs Tage nach der Medikamentenapplikation kam es zu einem maximalen Anstieg 
der CD11a-Expression in den allogenen linken Lungen der RAD-Gruppe, wobei 
0.5fach bzw. 0.7fach geringere Werte im Vergleich zur 0-Kontrolle bzw. zur MP-
Gruppe erreicht wurden (siehe Abbildung 3.17B). Der Unterschied zur MP-Kontrolle 
war signifikant (RAD vs MP am POD 20: p=0.0014). Anschließend fand sich eine 
23.3%ige, nicht signifikante Reduktion der CD11a-Expression von POD 20            
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(30.12 CD11a+-Leukozyten/Gesichtsfeld) auf POD 30 (23.11 CD11a+-Leukozyten/ 
Gesichtsfeld) (siehe Abbildung 3.17B). Die syngen transplantierten linken Lungen der 
Everolimus-Gruppe am POD 100 wiesen keine signifikanten Unterschiede zu den 
syngen transplantierten rechten Lungen der korrespondierenden Tiere auf, jedoch 
zeigten sie eine signifikant verminderte CD11a- Bildung im Vergleich zu den linken 
syngenen Werten der 0-Kontrolle sowie der MP-Gruppe (RAD vs MP und RAD vs 0-
Kontrolle: p=0.044). Zu allen untersuchten postoperativen Zeitpunkten fanden sich in 
den allogenen Lungen signifikant mehr CD11a-positive Zellen als in den nativen 
rechten Lungen der gleichen Tiere (POD 20: p<0.01; POD 30: p=0.008) (siehe 
Abbildung 3.17C). 
 
 
 
 
 
 
 
Abbildung 3.17 (siehe nachfolgende Seite): Expression von CD11a-positiven Leukozyten.  
Darstellung der CD11a-positiven Zellen pro Gesichtsfeld in den nativen rechten Lungen (A) und in den 
linken allogen transplantierten Lungen (B). Die Grafik C stellt die Differenzwerte der linken Lunge 
abzüglich der rechten Lunge dar, um so die absolute Anzahl CD11a-positiver Zellen und damit die 
Mehrproduktion der Entzündungszellen der linken Lunge zu erhalten. Das Ausgangsmaterial entspricht 
den zu transplantierenden Lungen mit Perfusion. Statistik: 
* (Sternchen schwarz): signifikanter Unterschied (p<0.05) der 0-Kontrolle zum vorhergehenden POD  
* (lila Sternchen): signifikanter Unterschied (p<0.05) der MP-Gruppe  zum vorhergehenden POD  
 (roter Stern): signifikanter Unterschied (p<0.05) zwischen RAD vs. MP-Gruppe des gleichen POD  
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3.2.3 Expression von CD18 
 
Rechte Lungen 
In Abbildung 3.18A zeigen die nativen rechten Lungen der 0-Kontrolle sowie der MP-
Gruppe eine stabile CD18-Expression mit geringer Streubreite über den gesamten 
Untersuchungszeitraum. Vom POD 20 bis 100 lagen die Werte im Mittel bei 32.6 ± 2.6 
für die 0-Kontrolle und bei 30.57 ± 1.05 für die MP-Gruppe, so dass die beiden 
Gruppen nur geringe Unterschiede untereinander und im gegenseitigen Vergleich 
aufwiesen. Das entsprach den Werten der rechten Lungen der syngen transplantierten 
Tiere der 0- und MP-Gruppe (0-Kontrolle: 30.44 ± 1.6; MP-Kontrolle: 29.68 ± 3.9). 
Dem Verhalten der 0-Kontrolle und MP-Gruppe folgend, zeigte die RAD-Gruppe nur 
geringe nicht signifikante Abweichungen untereinander an den einzelnen PODs. Jedoch 
wies die RAD-Gruppe an allen PODs eine signifikante Reduktion der CD18-Expression 
gegenüber der 0-Gruppe sowie MP-Gruppe auf (MP vs RAD am POD 20 und POD 30: 
p<0.001). Die Werte befanden sich im Mittel bei 13.45 ± 3.6 und waren so um den 
Faktor 2.27 bzw. 2.26 signifikant im Vergleich zur 0- bzw. MP-Gruppe erniedrigt. Bei 
den rechten Lungen der syngen transplantierten Tiere lag der Wert im Mittel bei 13,2 ± 
1,39 und wies damit im Vergleich zu den linken syngen transplantierten Lungen keine 
signifikanten Differenzen auf (siehe Abbildung 3.18C). 
 
Linke Lungen  
0-Kontrolle 
Bei den allogen transplantierten Lungen der 0-Kontrolle kam es ab dem POD 5 zu einer 
signifikant vermehrten Expression CD18-positiver Leukozyten im Vergleich zu den 
Ausgangswerten (p<0.05) (siehe Abbildung 3.18B). Am POD 15 wurde mit einer um 
den Faktor 2.7 signifikant erhöhten CD18-Expression gegenüber dem POD 5 das 
Maximum erreicht (POD 5 vs POD 15: p<0.01). Anschließend folgte am POD 30 eine 
nicht signifikante Reduktion der CD18-positiven Zellen um 4.4%, wobei die Zellzahl 
immer noch um das 2.7 fache gegenüber dem POD 5 erhöht war. Zwischen den syngen 
transplantierten linken und rechten Lungen dieser Tiere am POD 100 konnten keine 
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signifikanten Unterschiede festgestellt werden (siehe Abbildung 3.18C). Der Vergleich 
von Abbildung 3.18A mit Abbildung 3.18B veranschaulicht, dass sich zu allen 
Zeitpunkten des postoperativen Verlaufes in den allogenen Lungen signifikant mehr 
CD18-positive Leukozyten als in den nativen rechten Lungen gleicher Tiere fanden. 
 
MP-Gruppe 
In der MP-Gruppe fand sich am POD 20 nach LTx ein Anstieg der CD18-Expression in 
den allogenen linken Lungen der MP-Gruppe um den Faktor 2.6 gegenüber dem 
Ausgangsmaterial (siehe Abbildung 3.18B). Am POD 30 erreichte die CD18-
Expression ihr Maximum mit 1.1fach erhöhten Werten gegenüber der unbehandelten    
0-Kontrolle am POD 5. Der Anstieg der CD18 positiven Zellen der MP-Gruppe 
zwischen POD 20 (27.2 CD18+-gefärbte Zellen/Gesichtsfeld) und 30 (33.36 CD18+-
gefärbte Zellen/Gesichtsfeld) war nicht signifikant (POD 20 vs POD 30: p>0.05). 
Während des gesamten Untersuchungszeitraums war die Anzahl CD18-positiver Zellen 
gegenüber der 0-Kontrolle erniedrigt, am POD 20 um den Faktor 1.0 bzw. am POD 30 
um das 1.1fache. Wie in Abbildung 3.18C ersichtlich ist, bestanden zwischen den 
syngen transplantierten rechten und linken Lungen der MP-Gruppe keine signifikanten 
Unterschiede am POD 100. Die Expression von CD18 in den linken allogen 
transplantierten Lungen war zu allen Untersuchungszeitpunkten signifikant gegenüber 
den nativen rechten Lungen erhöht. 
 
RAD-Gruppe 
Nach Gabe von Everolimus ab POD 14 zeigte die RAD-Gruppe am POD 20 einen 
maximalen Anstieg der CD18-Infiltration in den linken allogenen Lungen (siehe 
Abbildung 3.18B). Zehn Tage später folgte eine signifikante Reduktion der CD18-
positiven Leukozyten um 22% (POD 20: 45.56 bzw. POD 30: 35,56 CD18-positive 
Leukozyten/Gesichtsfeld) (POD 20 vs POD 30: p<0.001) (siehe Abbildung 3.18B). Der 
Anteil an CD18-positiven Zellen der linken Lungen der RAD-Gruppe war am POD 20 
nicht signifikant, am POD 30 jedoch signifikant gegenüber der MP-Gruppe bzw.          
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0-Kontrolle reduziert (RAD vs MP am POD 20: p>0.05; RAD vs MP am POD 30: 
p<0.011) (Abbildung 3.18B). Der Unterschied zur 0-Kontrolle betrug 39% am POD 20 
bzw. 50% am POD 30 und zur MP-Gruppe 23% (POD 20) bzw. 44% (POD 30). Die 
CD18- Infiltration der linken, syngen transplantierten Lungen der mit Everolimus 
behandelten Tiere war um den Faktor 2.0 nicht signifikant gegenüber den linken, 
syngen transplantierten Lungen der 0-Kontrolle und MP-Gruppe erniedrigt. Die 
Differenz aus den linken syngen transplantierten Lungen und den entsprechenden 
nativen rechten Lungen der RAD-Gruppe zeigte einen geringen, nicht signifikanten 
Differenzwert von 1.28 (siehe Abbildung 3.18C). Während des gesamten 
postoperativen Verlaufes war die Expression von CD18 in den allogen transplantierten 
linken Lungen signifikant gegenüber den entsprechenden rechten unbehandelten 
Lungen erhöht. 
 
 
 
 
 
Abbildung 3.18 (siehe nachfolgende Seite): Expression von CD18-positiven Leukozyten.  
Darstellung der CD18-positiven Zellen pro Gesichtsfeld in den nativen rechten Lungen (A) und in den 
linken allogen transplantierten Lungen (B). Die Grafik C stellt die Differenzwerte der linken Lunge 
abzüglich der rechten Lunge dar, umso die absolute Anzahl CD18-positiver Zellen und damit die 
Mehrproduktion der Entzündungszellen der linken Lunge zu erhalten. Das Ausgangsmaterial entspricht 
den zu transplantierenden Lungen mit Perfusion. Statistik:  
* (Sternchen schwarz): signifikanter Unterschied (p<0.05) der 0-Kontrolle zum vorhergehenden POD 
* (rotes Sternchen):  signifikanter Unterschied (p<0.05) der RAD-Gruppe zum vorhergehenden POD 
 (roter Stern): signifikanter Unterschied (p<0.05) zwischen RAD vs. MP-Gruppe des gleichen POD 
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3.2.4 Expression von ICAM-1 
 
Rechte Lungen 
Das vaskuläre Endothel der nativen rechten Lungen der 0-Kontrolle zeigte eine stabile 
ICAM-1-Expression und wies bis auf eine signifikante Differenz zwischen POD 5 
versus POD 30 (POD 5 vs POD 30; p<0.05) keine signifikanten Unterschiede 
untereinander auf (siehe Abbildung 3.19A). Über die Zeit lag der prozentuale Anteil 
ICAM-1-positiver Gefäße der allogenen Lungen der 0-Kontrolle im Mittel bei Grad 2.3 
± 0.14 (Einteilung von Grad 1-4 vgl. 2.8.3) bzw. bei Grad 2.25 ± 0.25 bei den rechten 
Lungen der syngen transplantierten Tiere. Die rechten Lungen der MP-Gruppe wiesen 
ebenfalls über den gesamten Untersuchungszeitraum keine signifikanten Unterschiede 
untereinander sowie zur 0-Kontrolle auf. Der Anteil positiv gefärbter Gefäßanschnitte 
der allogenen Lungen nach LTx der MP-Gruppe lag im Mittel bei Grad 2.3 ± 0.1 sowie 
bei 2.2 ± 0.1 bei den rechten Lungen der syngen transplantierten Tiere. In den rechten 
Lungen der mit Everolimus behandelten Ratten wurden während des postoperativen 
Verlaufes keine signifikanten Änderungen untereinander festgestellt. Von POD 20 bis 
POD 100 lag der Grad von ICAM-1 gefärbten Gefäßanschnitten bei im Mittel 0.8 ± 0.2. 
Dieser Grad wich vom Wert der rechten syngenen Lungen ab (Grad: 0.4 ± 0.3), da von 
den 5 Gewebeschnitten lediglich zwei Lungen auswertbar waren. Im Vergleich zur      
0-Kontrolle bzw. zur MP-Gruppe wies die RAD-Gruppe am POD 20 und 30 eine 
verminderte vaskuläre ICAM-1 Produktion um etwa 66% auf (siehe Abbildung 3.19A). 
Der Unterschied war signifikant (MP vs RAD POD 20 und 30: p<0.001). Es bleibt 
hinzuzufügen, dass die histologischen Schnitte der RAD-Gruppe qualitative 
Beeinträchtigungen hinsichtlich der Färbung aufwiesen, so dass die Ergebnisse dieser 
Gruppe nur eine begrenzte Aussagekraft haben. 
 
Linke Lungen 
0-Kontrolle 
In den linken allogen transplantierten Lungen der 0-Kontrolle fanden sich am POD 5 im 
Vergleich zu den Ausgangswerten nur gering erhöhte Werte der ICAM-1-Expression. 
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Von POD 5 auf POD 15 folgte jedoch eine signifikante Erhöhung der ICAM-1-Bildung 
um den Faktor 1.4 (POD 5 vs POD 15: p<0.001). Auch am POD 30 blieben die Werte 
unverändert hoch (POD 5 vs POD 30: Faktor 1.45), waren jedoch nur geringfügig und 
ohne signifikante Differenz gegenüber dem POD 15 erhöht (POD 15 vs POD 30: 
p>0.05). Wie in Abbildung 3.19 C ersichtlich, wurden zwischen den linken syngen 
transplantierten und den entsprechenden nativen rechten syngenen Lungen keine 
signifikanten Unterschiede festgestellt (p>0.05). An den POD 15 und 30 wurden auf 
dem Gefäßendothel der linken allogenen Lungen signifikant mehr ICAM-1-Moleküle 
exprimiert als auf dem vaskulären Endothel der nativen rechten Lungen (siehe 
Abbildung 3.19C). Die entsprechende Differenz an POD 5 und POD 100 war statistisch 
nicht signifikant.  
 
MP-Gruppe 
In der MP-Gruppe kam es zu einem signifikanten Anstieg der ICAM-1-Expression in 
den linken, allogenen Lungen am POD 20 gegenüber den Ausgangsmaterial (nicht 
transplantierte, perfundierte Lungen) (p<0.001). Dabei erreichte die MP-Gruppe mit 
Gradwerten von 3.6 ± 0.26 am POD 20 sein Maximum (siehe Abbildung 3.19B). Die 
ICAM-1-Expression in den Gefäßen der MP-Gruppe entsprach am POD 20 und 30 mit 
geringen, nicht signifikanten Abweichungen der ICAM-1-Expression der unbehandelten 
0-Kontrolle an diesen Tagen. Der geringfügige Abfall der ICAM-1-Expression der 
linken, allogenen Lungen vom POD 20 auf 30 war nicht signifikant (POD 20 vs POD 
30: p>0.05) (siehe Abbildung 3.19B). Zwischen den linken, syngen transplantierten und 
syngenen rechten Lungen bestanden keine signifikanten Unterschiede (p>0.05). Zu 
allen Zeitpunkten des postoperativen Verlaufes wurde in den allogenen linken Lungen 
eine signifikant höhere Expression von ICAM-1 als in den korrespondierenden nativen 
rechten Lungen beobachtet (siehe Abbildung 3.19C). 
 
RAD-Gruppe 
Der Anteil positiv gefärbter Gefäße der linken allogenen Lungen nach 
Everolimusapplikation ab POD 14 war am POD 20 um den Faktor 0.84 gegenüber den 
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Ausgangswerten (nicht transplantierte, perfundierte Lungen)  vermindert. Vom POD 20 
(Grad 1.84) auf POD 30 (Grad 1.2) sank der prozentuale Anteil ICAM-1 positiver 
Gefäße in den linken Lungen der RAD-Gruppe weiter um 35%. Gegenüber der            
0-Kontrolle bzw. der MP-Gruppe fand sich bei den Tieren der Everolimusgruppe eine 
insignifikant reduzierte ICAM-1-Expression am POD 20 sowie eine signifikante 
Reduktion von ICAM-1 von etwa 65% am POD 30 (RAD vs MP am POD 30: p<0.05; 
RAD vs MP am POD 20: p>0.05) (siehe Abbildung 3.19B). Die syngen transplantierten 
linken Lungen der mit Everolimus behandelten Tiere wiesen am POD 100 gegenüber 
den entsprechenden syngenen rechten Lungen einen erhöhten Gradwert auf. Die 
Aussagekraft des Mittelwertes dieser linken Lungen ist durch die Tatsache 
beeinträchtigt, dass für dessen Berechnung aufgrund qualitativer Mängel nur zwei 
anstatt der sonst üblichen fünf Präparate für die histologische Auswertung 
herangezogen werden konnten. Diese Abweichung zeigt sich auch anhand der 
vergleichsweise großen Standardabweichung (Fehlerbalken) der syngenen Lungen der 
RAD-Gruppe am POD 100 in Abbildung 3.19C. Wie in Abbildung 3.19C zudem 
ersichtlich wird, exprimierte das vaskuläre Endothel der linken allogenen Lungen zu 
allen Untersuchungszeitpunkten mehr ICAM-1 als das Gefäßendothel der nativen 
rechten Lungen (POD 20: signifikant mit p=0.017; POD 30: nicht signifikant).  
 
 
 
Abbildung 3.19 (siehe nachfolgende Seite): Expression von ICAM-1-positiven Gefäßen.  
Darstellung der ICAM-1-positiven Zellen pro Gesichtsfeld in den nativen rechten Lungen (A) und in den 
linken allogen transplantierten Lungen (B). Die Grafik C stellt die Differenzwerte der linken Lunge 
abzüglich der rechten Lunge dar, um so die absolute Anzahl ICAM-1-positiver Gefäße und damit die 
Mehrproduktion der Gefäßmarker der linken Lunge zu erhalten. Das Ausgangsmaterial entspricht den zu 
transplantierenden Lungen mit Perfusion. Statistik: 
* (Sternchen schwarz): signifikanter Unterschied (p<0.05) der 0-Kontrolle zum vorhergehenden POD 
 (roter Stern): signifikanter Unterschied (p<0.05)  zwischen RAD vs. MP-Gruppe des gleichen POD 
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3.2.5 Expression von P-Selektin  
 
Rechte Lungen 
Die P-Selektin Expression in den rechten nativen Lungen der 0-Kontrolle zeigte am 
POD 5 einen um den Faktor 1.3 erhöhten Anteil P-Selektin positiver Gefäße gegenüber 
den Ausgangswerten (nicht transplantierte, perfundierte Lungen). Allerdings fand sich 
im weiteren Verlauf eine Reduktion der P-Selektin-Expression um 8.3% vom POD 5 
auf POD 15 und um 26.8% auf POD 30 (siehe Abbildung 3.20A). Während des 
gesamten Untersuchungszeitraums war der Anteil an P-Selektin positiver Gefäße der    
0-Kontrolle  niedrig und lag im Mittel bei Grad 1.6 ± 0.3, was bedeutet dass weniger als 
50% aller Gefäße pro Gesichtsfeld positiv gefärbt waren. Das traf auch auf die rechten 
Lungen der syngen transplantierten Tiere der 0-Kontrolle zu (Grad 1.75 ± 0.25). Die 
rechten Lungen der MP-Gruppe zeigten ähnlich niedrige Werte mit einem Gradwert von 
im Mittel 1.4 ± 0.1 und 1.55 ± 0.3 bei den rechten Lungen der syngen transplantierten 
Tiere. Nach Everolimusgabe lagen die Gradwerte über die Zeit im Mittel bei 0.6 ± 0.1 
bei den nativen rechten Lungen bzw. bei 0.68 ± 0.2 bei den rechten syngenen Lungen, 
so dass im Mittel weniger als ¼ der Gefäße positiv waren. Damit zeigte die RAD-
Gruppe gegenüber der 0-Kontrolle bzw. MP-Gruppe eine signifikante Reduktion von 
58% bzw. 54% (MP vs. RAD am POD 20: p<0.001 und am POD 30: p=0.006) (siehe 
Abbildung 3.20A)  
 
Linke Lungen 
0-Kontrolle 
In den linken allogen transplantierten Lungen der unbehandelten 0-Kontrolle 
exprimierte das Gefäßendothel am POD 5 signifikant mehr P-Selektin gegenüber den 
Ausgangswerten (Faktor 1.7) (p<0.05). An den weiteren Untersuchungszeitpunkten 
fand sich eine kontinuierliche signifikante Reduktion der P-Selektin-positiven Gefäße 
bis POD 30 (POD 5 vs POD 20: Faktor 0.9; POD 5 vs POD 30: Faktor 0.7) (siehe 
Abbildung 3.20B). Der Gradwert der linken allogenen Lungen der 0-Kontrolle am POD 
30 war gegenüber POD 20 signifikant um 20% reduziert (POD 20 vs POD 30: p<0.05). 
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Zwischen den syngen transplantierten linken Lungen und den entsprechenden rechten 
Lungen am POD 100 bestanden keine signifikanten Unterschiede. Während des 
gesamten postoperativen Zeitraumes wurde in den linken allogenen Lungen mehr 
ICAM-1 auf dem vaskulären Endothel exprimiert als in den korrespondierenden nativen 
rechten Lungen, was sich anhand der positiven Gradwerte in der Darstellung der 
Differenzwerte erahnen lässt (Abbildung 3.20C).  
 
MP-Gruppe 
Bei den Tieren nach MP-Applikation kam es zunächst zu einer minimalen Reduktion 
der P-Selektin-Expression in den allogenen Lungen am POD 20 im Vergleich zu der 
unbehandelten 0-Kontrolle am POD 5 um den Faktor 0.87 (siehe Abbildung 3.20B). 
Vom POD 20 auf POD 30 fand sich eine geringe, nicht signifikante Erhöhung der        
P-Selektin-Bildung von Grad 2.5 (POD 20) auf Grad 2.56 (POD 30) um 2.4 % (POD 20 
vs POD 30: p>0.05). Im Vergleich mit den unbehandelten Tieren der 0-Kontrolle zeigte 
die MP-Gruppe ähnlich hohe Werte am POD 20 und wies am POD 30 sogar um den 
Faktor 1.2 erhöhte Gradwerte auf. Der Unterschied zwischen den linken syngenen und 
den entsprechenden rechten Lungen nach LTx mit einem Differenzwert von 0.1 war 
nicht signifikant (Abbildung 3.20C). Die Abbildung 3.20C zeigt, dass zu den jeweiligen 
Zeitpunkten des postoperativen Verlaufes in den allogenen linken Lungen eine 
signifikant höhere Expression von P-Selektin als in den korrespondierenden nativen 
rechten Lungen gemessen wurde. 
 
RAD-Gruppe 
Das Gefäßendothel der allogenen linken Lungen der mit Everolimus behandelten Tiere 
exprimierte am POD 20 um den Faktor 0.9 weniger P-Selektin als die Lungen der 
Ausgangstiere. Die RAD-Gruppe zeigte am POD 20 und 30 einen nahezu ähnlich hohen 
Anteil P-Selektin-positiver Gefäße, wobei die P-Selektin-Expression am POD 30 
gegenüber POD 20 um 12% nicht signifikant reduziert war (POD 20 vs POD 30: 
p>0.05). Im Vergleich mit der 0-Kontrolle bzw. MP-Gruppe fanden sich am POD 20 
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eine um etwa 37% reduzierte und am POD 30 eine um etwa 35% bzw. 46% reduzierte 
P-Selektin-Expression in der Everolimus-Gruppe, welche nicht signifikant waren (RAD 
vs MP am POD 20 und POD 30: p>0.05) (siehe Abbildung 3.20B). Bei den linken 
syngen transplantierten Lungen und den korrespondierenden rechten Lungen fand man 
keine signifikanten Differenzen am POD 100 (p>0.05). Während des gesamten 
Untersuchungszeitraumes exprimierten die allogen transplantierten linken Lungen der 
mit Everolimus behandelten Tiere mehr P-Selektin als die nativen rechten Lungen 
(POD 20: signifikant mit p=0.012; POD 30: nicht signifikant) (siehe Abbildung 3.20C). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Abbildung 3.20 (siehe nachfolgende Seite): Expression von P-Selektin-positiven Gefäßen.  
Darstellung der P-Selektin-positiven Gefäße pro Gesichtsfeld in den nativen rechten Lungen (A) und in 
den linken allogen transplantierten Lungen (B). Die Grafik C stellt die Differenzwerte der linken Lunge 
abzüglich der rechten Lunge dar, um so die absolute Anzahl P-Selektin-positiver Zellen und damit die 
Mehrproduktion der Gefäßmarker der linken Lunge zu erhalten. Das Ausgangsmaterial entspricht den zu 
transplantierenden Lungen mit Perfusion. Statistik:  
* (Sternchen schwarz): signifikanter Unterschied (p<0.05) der 0-Kontrolle zum vorhergehenden POD 
 (roter Stern): signifikanter Unterschied (p<0.05)  zwischen RAD vs. MP-Gruppe des gleichen POD  
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 4 DISKUSSION 
 
 
In den letzten 25 Jahren wurde die Lungentransplantation (LTx) zur Therapie der Wahl 
für Patienten mit Lungenerkrankungen im Endstadium. Doch trotz des verbesserten 
Kurzzeitüberlebens ist das Langzeitüberleben durch die Entwicklung einer chronischen 
Abstoßung in Form einer Bronchiolitis obliterans (BO) eingeschränkt (Hachem 2009). 
Nach dem ersten Jahr nach LTx wird das Bronchiolitis obliterans Syndrom (BOS) für 
mehr als 25% der Todesfälle als ursächlich angesehen (Christie et al. 2008). Aufgrund 
der unzureichenden Wirkung auf die BO und den zahlreichen Nebenwirkungen werden 
derzeit Alternativen zu den klassischen Immunsuppressiva wie Cyclosporin A, 
Tacrolimus oder Steroiden gesucht (Koch 2009). Eine erst seit einigen Jahren bekannte 
Gruppe der Immunsuppressiva sind die Proliferationssignal-Inhibitoren wie Everolimus 
und Sirolimus.  
In der vorliegenden Arbeit konnte gezeigt werden, dass der m-TOR-Inhibitor 
Everolimus in dem Rattenmodell ab dem POD 14 zu einer signifikanten Reduktion der 
Anzahl an Lymphozyten (Marker: CD11a, CD18), zu einer insignifikanten 
Verminderung der Makrophagen (Marker: ED1) sowie zu einer signifikant 
verminderten Aktivität des vaskulären Endothels (Marker: ICAM-1) in der Phase der 
akuten Abstoßung führte. Jedoch konnte das Hauptproblem nach LTx, die Ausbildung 
einer chronischen Abstoßung in Form eines BOS in unserem Rattenmodell durch die 
Everolimusgabe nicht verhindert werden. Bis heute konnte die Ausbildung und das 
Fortschreiten der BO mit keiner immunsuppressiven Therapie verhindert werden.  
Einige experimentelle Studien befassen sich mit der Entstehung der BO nach LTx, 
wobei die Schwierigkeit oftmals in der Reproduzierbarkeit und Verlässlichkeit der 
Tiermodelle zu finden ist. Unser Modell der allogenen, orthotopen LTx in der 
Inzuchtratte von Fischer (F344)- auf Wistar-Kyoto- (WKY) Ratten ist ein Tiermodell, 
das aussagekräftige Ergebnisse bezüglich der Entstehung der BO liefert (von Süßkind-
Schwendi et al. 2012). Es wurden bereits einige Versuchsmodelle konzipiert um die 
chronische Abstoßung in vivo zu erforschen. Ein verbreitetes Rattenmodell, auf das 
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auch Hertz et al. 1993 zurückgriff, verpflanzt Trachealringe von Spendertieren in die 
Subkutis von Empfängerratten (Hertz et al. 1993). Trotz der technisch einfachen 
Durchführbarkeit, ist dieses Modell zur Erforschung der BO in vielen Punkten 
ungeeignet (Jungraithmayr et al. 2010). Zum einen unterliegen die Trachealsegmente 
einer schweren initialen Ischämie, welche die einsetzende Immunantwort beeinflusst, 
zum anderen werden die Trachealspangen lediglich über Diffusion aus dem 
umliegenden Gewebe und nicht über die Gefäße ernährt. Ebenso fehlt der 
physiologische Prozess der Atmung in diesem Modell. Auf die Differenzierung 
zwischen großen und kleinen Atemwegen wird zudem verzichtet, wodurch die 
Tatsache, dass sich die BO vor allem in den kleinen Atemwegen abspielt, 
unberücksichtigt bleibt. In anderen Versuchsmodellen erfolgte eine orthotope End-zu-
End-Anastomose des Trachealtransplantats (Genden et al. 2002) oder eine direkte 
heterotope Verpflanzung der Trachea in das Lungenparenchyms des Spendertiers (Sato 
et al. 2008). Jedoch zeigen diese Studien ähnliche Schwachpunkte auf wie das oben 
angeführte Modell der heterotopen Trachealtransplantation. Die vorliegende Studie 
orientiert sich am Versuchsaufbau von Matsumura Y et al. (1995), welcher ein 
Rattenmodell wählte, das nur eine schwach immungenetische Inkompatibilität 
hinsichtlich des MHC-I-Komplexes aufwies und somit der immungenetischen Situation 
einer Organtransplantation beim Menschen ähnelte (Kuypers und Vanrenterghem 
2002). In dem LTx – Modell von Matsumura Y et al. werden Lungen von F334 – 
Spenderratten auf WKY – Empfängertiere  (F334WKY) und umgekehrt 
(WKYF344) transplantiert. Es zeigte sich, dass die F334WKY-Gruppe ohne 
immunsuppressive Therapie eine akute Abstoßungsreaktion von 51-100% bis zum 21. 
POD entwickelte, welche von POD 49 bis 100 in eine chronische 
Transplantatabstoßung überging. Die WKYF334-Tiere entwickelten lediglich eine 
kurzzeitige akute Abstoßung mit spontaner Rückbildung ab Tag 21 nach LTx und ohne 
chronisches Transplantatgeschehen, so dass dieses Modell für Analyse der chronischen 
Abstoßungsreaktion als ungeeignet erschien (Kuypers und Vanrenterghem 2002). Die 
von Matsumura Y et al. und unserer Arbeitsgruppe gewählte F334WKY-
Rattenkombination zeigte sich bezüglich der Nachteile den oben genannten Modellen 
überlegen und eignete sich sehr gut um den Verlauf der akuten und chronischen 
Abstoßung zu verfolgen (von Süßkind-Schwendi et al. 2012). Die bereits 
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angesprochene Problematik der Frühdiagnostik der akuten Abstoßung im klinischen 
Alltag wurde durch dieses Modell erfolgreich umgangen, da das Abstoßungsgeschehen 
von Beginn an durch die histologischen Schnitte des gesamten Lungengewebes 
untersucht werden konnte. 
 
Bei der Auswertung der Histologie berief sich diese Studie auf die von Hirt et al. 
angewendete „Working Formulation“ der ISHLT aus dem Jahre 1999, welche eine 
überarbeitete und modifizierte Version der ursprünglichen ISHLT-Klassifikation von 
Yousem et al. (1996) darstellt (Hirt et al. 1999; Hirt 2003; Yousem et al. 1996). Gemäß 
der Einteilung von Hirt et al. (1999) wird zwischen akuter und chronischer Abstoßung 
der Gefäße und Bronchien differenziert (siehe 2.7 im Abschnitt Material und 
Methoden). Die Klassifikation erfolgte in die akut vaskuläre (A) und bronchiale (B) 
sowie in die chronische vaskuläre (D) und bronchiale (C) Abstoßung, welche in die 
Abstoßungsgrade 0 bis 4 eingeteilt wurden (Abstoßungsgrade: 0: keine; 1: milde;          
2: moderate; 3: schwere; 4: völlige). Es ist anzumerken, dass dieses histologische 
Klassifikationssystem im Jahre 2007 erneut von der ISHLT überarbeitet und ein 
aktuelles histologisches Beurteilungsschema erstellt wurde (Stewart et al. 2007; 
Hachem 2009). Gemäß der neuen Klassifikation von 2007 verzichtet die ISHLT auf die 
Einteilung in Abstoßungsgrade bei der chronisch vaskulären und chronisch bronchialen 
Abstoßung, stattdessen wird bei der chronischen Abstoßung nur noch zwischen 
Nichtvorhanden- und Vorhandensein einer BO (C0 bzw. C1) bzw. einer vaskulären 
Sklerose (D0 bzw. D1) unterschieden. Die Einteilung der vaskulären akuten Abstoßung 
(A0 – A4) wurde unverändert in die neue Klassifikation übernommen. Bei der 
bronchialen AR, der sog. lymphozytären Bronchiolitis, erfolgte die Revision in die 
Kategorien B0 (keine BO), B1R (low grade BO: früher (1996): B1 und B2), B2R (high 
grade BO; früher (1996): B3 und B4) sowie BX (nicht auswertbar). Zur besseren 
Übersicht ist das neue Klassifikationssystem im Folgenden aufgeführt (Tabelle 4.1). In 
der Publikation von Hachem et al. (2009) wird deklariert, dass die lymphozytäre 
Bronchiolitis einen ebenso hohen Risikofaktor für die Entwicklung der BO darstellt wie 
die akute Abstoßung, so dass die Ergänzung des Faktors „lymphozytäre Bronchiolitis“ 
in der neuen ISHLT – Klassifikation postuliert wurde. In der vorliegenden Arbeit wurde 
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jedoch auf das modifizierte Beurteilungsschema von Hirt et al. (1999) zurückgegriffen, 
da diese Ergebnisse somit unmittelbar mit den vorausgegangenen Auswertungen  und 
Ergebnissen unserer Arbeitsgruppe sowie mit Studien anderer Autoren verglichen 
werden konnten.  
A. Akute Abstoßung A0 Keine Normales Parenchym ohne 
perivaskuläre Infiltration 
A1 Minimal Vereinzelte Infiltrate, 2-3- Zellreihen 
dick 
A2 Mild Zahlreiche Infiltrate, Endothelialitis 
A3 Moderat Dichte Infiltrate, Endothelialitis, 
Ausbreitung ins Interstitium 
A4  Schwer Diffuse Infiltrate, deutlicher 
Alveolarschaden, Nekrose 
B. Lymphozytäre 
Bronchiolitis 
B0 Keine Keine bronchioläre Entzündung 
B1R Low grade Mononukleäre Infiltration der 
Submukosa, keine Epithelverletzung 
B2R High grade Infiltration der Submukosa, Epitheliale 
Infiltration und Nekrose 
BX  Nicht beurteilbar 
C. Obliterative 
Bronchiolitis 
(BO) 
C0 Nicht vor- 
handen 
Keine Zeichen einer BO 
C1 Vorhanden Fibrose der Submukosa, Obliteration 
der bronchialen Lumina 
D. Vaskuläre 
Sklerose 
D0 Nicht vor- 
handen 
Keine Zeichen einer vaskulären 
Sklerose 
 D1 Vorhanden Zeichen einer vaskulären Sklerose 
 
Tabelle 4.1: Neu überarbeitete Klassifikation und Gradeinteilung der Abstoßung nach LTx gemäß ISHLT 
2007 (Stewart et al. 2007; Hachem 2009). 
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Auf die histologische Auswertung der Kontrollgruppe (keine Immunsuppression) 
gemäß den Kriterien von Hirt et al. (1999) soll nun im Folgenden näher eingegangen 
werden. Die linken allogenen Rattenlungen zeigten am POD 15 und 30 eine maximale 
akute Abstoßungsreaktion auf vaskulärer und bronchialer Ebene, wobei beide 
Strukturen bereits Anzeichen der chronischen Abstoßung aufwiesen (ISHLT-C Grad 2-
3). Am POD 30 kam es zu einer deutlichen Vaskulitis mit subendothelialer und 
intraluminaler Zellinfiltration und zu einer massiven lymphozytären Bronchiolitis mit 
peribronchialer Infiltration und Durchwanderung der Rundzellen bis in die Submukosa. 
Ab dem POD 60 dominierte das chronische Geschehen und ging am POD 100 in die 
völlige fibrotische Vernarbung des Lungengewebes mit BO und vaskulärer Sklerose 
über. Immunhistochemisch zeigte sich bis POD 30 eine signifikant vermehrte 
Expression von ED1 und CD11a sowie CD18, welche die ausgeprägte Makrophagen- 
(ED1) und Leukozyteninfiltration (CD11a/CD18) im Gewebe verdeutlichte. Eine 
maximale Aktivierung der Endothelzellen bis POD 30 ließ sich an erhöhter Zunahme 
des Anteils ICAM-1 bzw. P-Selektin-positiver Gefäße feststellen. Diese Ergebnisse 
stimmen mit denen von Matsumura Y et al. (1995) überein. Auch hier kam es am POD 
21 zu einer maximalen akuten Abstoßung, welche einige Zeit persistierte und zwischen 
POD 49 und 100 nach LTx in einem chronischen Abstoßungsgeschehen mit 
interstitieller bzw. peribronchialer Fibrose, Vaskulitis sowie intimaler Hyperplasie 
endete (Kuypers und Vanrenterghem 2002). Bis zum POD 100 überlebten alle 
transplantierten Tiere unserer Studie ohne klinische Anzeichen einer eingeschränkten 
Lungenfunktion zu zeigen. Die syngen transplantierten Tiere sowie die nicht-
transplantierten rechten Lungen der allogenen Tiere zeigten kein akutes 
Abstoßungsgeschehen und damit auch keine chronische Transplantatvernarbung. 
Folglich ist die Entwicklung des akuten Abstoßungsgeschehens als Reaktion auf die 
durchgeführte allogene LTx zu werten. 
  
Anhand des histologischen Verlaufes unserer Versuchsgruppen lässt sich die bekannte 
These vorausgehender Arbeiten unserer Arbeitsgruppe sowie anderer Autoren 
bestätigen, dass die akute Abstoßung ein Risikofaktor für die Entwicklung einer 
chronischen Abstoßung sein kann. Sharples et al. (2002) weist darauf hin, dass 
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besonders rezidivierende und schwere Verläufe sowie spätauftretende Episoden der 
akuten Abstoßung das Risiko für die Entstehung einer BO erhöhen (Sharples et al. 
2002). Eine lymphozytäre Bronchiolitis/Bronchitis wird ebenso als bedeutender 
Risikofaktor betrachtet (Hachem 2009). Als Kofaktoren werden auch 
nichtimmunologische Ursachen wie virale Infektionen (Community respiratory virus, 
Zytomegalievirus), Pilzinfektionen (Aspergillus-Kolonisation), gastroösophagealer 
Reflux, primäres Transplantatversagen oder längere Ischämiezeit gesehen (Todd und 
Palmer 2011; Hachem 2009) (siehe Abbildung 4.1). Verglichen mit anderen 
Organtransplantationen ist die Inzidenz der akuten Abstoßung nach LTx deutlich erhöht 
(Hausen et Morris, 1999). Gründe dafür könnten in der Größe der Lunge oder in dem 
weitverzweigten intrinsischen Abwehrsystem der Lunge liegen, das durch den 
Austausch mit exogenen Einflüssen sowie irritativen Erregern über die Atemwege 
ständig aktiviert wird (Trulock 1997). Des Weiteren gilt die Diagnostik der akuten 
Abstoßung im klinischen Alltag als schwierig, so dass die immunsuppressive Therapie 
häufig erst zu einem späten Zeitpunkt erfolgt, an welchem das akute Geschehen bereits 
das Maximum erreicht hat.  
 
Abbildung 4.1: Risikofaktoren für die Entstehung einer obliterativen Bronchiolitis, erstellt anhand den  
Studien von Todd et al. (2011) und Hachem et al. (2009). Abkürzung: AR=Akute Abstoßung. 
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Für die Behandlung der akuten Abstoßung stellen Kortikosteroide immer noch den 
Eckpunkt der medikamentösen Therapie dar (Hachem 2009). In vielen Kliniken wird 
die akute Abstoßung mit einer intravenösen Bolus-Gabe von Kortikosteroiden für 3 
Tage (Methylprednisolon, 10mg/kg/Tag, i.v.) behandelt (Snell und Westall 2007).  
 
 
 
Abbildung 4.2: Strukturformel von Methylprednisolon (6-alpha-Methylprednisolon) (Kaiser et al. 2002). 
 
Die Verabreichung von Glukokortikoiden in Form hochdosierter intravenöser „Puls“- 
bzw. „Bolusinjektionen“ von Methylprednisolon (MP) zur Behandlung akuter 
Abstoßungsreaktionen nach Organtransplantationen wurde von Samuel Kountz und 
Kollegen, einer amerikanischen Forschergruppe aus San Franscisco, eingeführt, welche 
die Experimente zuerst an Hunden und anschließend bei nierentransplantierten 
Patienten anwendeten (Kountz et al. 1975). Steroide haben eine immunsuppressive und 
antiphlogistische Wirkung, welche sich insbesondere gegen Leukozyten, Makrophagen 
sowie Endothelzellen richtet. Sie hemmen die Aktivierung und Proliferation von           
T-Lymphozyten und Makrophagen sowie deren Zytokinproduktion (Land 2006). 
Zudem fördern sie die T-Zellapoptose und inhibieren die Induktion 
proinflammatorischer Enzyme (Kollagenasen, Phospholipase A2, u.a.) (Umland et al. 
2002). Das Gefäßendothel zeigt nach ihrer Gabe eine verminderte Expression von 
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Zellinteraktionsmoleküle (ICAM-1) (Umland et al. 2002). Ihre Wirkung entfalten sie im 
Zellinneren über einen Glucokortikoidrezeptor. Nach der Bindung an ihren Rezeptor 
transloziert der Steroid-Rezeptor-Komplex in den Zellkern, wo die Transkription der 
Zielgene inhibiert wird (Krukemeyer und Lison 2006). Dadurch resultiert u.a. eine 
verminderte Expression von proinflammatorischen Zytokinen, wie Interleukin 1-6, 8, 
11, 12, 16, TNF-a und INF-y auf der transkriptionellen und posttranskriptionellen 
Ebene (Land 2006). Gleichzeitig wird die Transkription anti-inflammatorischer 
Zytokine (IL-10 und TGF-ß) hochreguliert (Galon et al. 2002). Übersicht über die 
Wirkung von Glucokortikoiden gibt Tabelle 4.2. 
 
Wirkung der Glucokorticoide Beispiele 
Hemmung der Zytokinsynthese  Interleukin 1 - 6, 8, 11, 12, 16 
 IFN-y, TNF-alpha 
 Granulozyten/Makrophagen-Kolonie-
stimulierender Faktor 
 
Hemmung der Induktion 
proinflammatorischer Enzyme 
 Kollagenasen 
 Phospholipase A2 
 Zyklooxygenase-2 
 
Hemmung der Expression von 
Zellinteraktionsmolekülen 
 Selektine (z.B. P-Selektin) 
 Interzelluläres Adhäsionsmolekül-1 
 (ICAM-1) 
Beschleunigter Abbau von Mediatoren  Bradykinine 
 Tachykinine 
 
Hochregulation von anti-
inflammatorischen Enzymen 
 Interleukin-10 
 IGF-ß 
 
Tabelle 4.2: Auszug über die Wirkung der Glukokortikoide mit Beispielen (Übersicht in Sapolsky et al. 
2000; Umland et al. 2002; Galon et al. 2002). 
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Der histologische Schwellenwert, bei welchem die postoperative Gabe von 
Kortikosteroiden trotz fehlender Symptomatik empfohlen wird, wurde auf den 
Abstoßungsgrad A2 (mäßige Abstoßung) festgelegt (Hachem 2009). Aufgrund der 
schwierigen Diagnostik der akuten Abstoßung erfolgt die immunsuppressive Therapie 
jedoch meist erst bei Ausprägung klinischer Symptome und damit zu einem Zeitpunkt, 
an welchem das akute Geschehen histologisch bereits mild bis moderat (A2 - A3) 
ausgeprägt ist. In der vorliegenden Studie wurde ein Modell entwickelt, das einen 
Bezug zum klinischen Alltag darstellt, da die Gabe von MP (bzw. Everolimus) ebenfalls 
bei bereits bestehender akuter Abstoßungsreaktion erfolgte. Anders als in der Klinik, 
erfolgte die Applikation im Modell erst am maximalen Ausprägungsgrad (A3-A4) des 
akuten Geschehens, nämlich am POD 14. Mit MP-Gabe am Grad A3-A4 lassen sich 
jedoch die Akkumulation vieler akuter Abstoßungsreaktionen sowie klinische 
Situationen mit schwer verlaufenden und rezidivierenden akuten Abstoßungsprozessen 
simulieren. Als Ergebnis zeigte sich, dass die Gabe von MP am Zenit der akuten 
Abstoßung keinen Einfluss auf ihre Entstehung nimmt. Aus früheren Studien unserer 
Arbeitsgruppe im gleichen Rattenmodell ist bekannt, dass die Bolusgabe von 
hochdosierten Kortikosteroiden in der Anfangsphase der akuten Abstoßung Einfluss auf 
den akuten inflammatorischen Prozess nimmt und konsekutiv zu einer Verzögerung des 
chronischen Verlaufes führen kann (Hirt et al. 1999). In der vorliegenden Arbeit hatte 
die Gabe von MP am Maximum des akuten Geschehens neben der fehlenden Wirkung 
auf die akute Abstoßungsreaktion auch keinen Einfluss auf die Entstehung der 
chronischen Abstoßung. Daraus kann der Schluss gezogen werden, dass der Zeitpunkt 
der MP-Applikation von entscheidender Bedeutung für die Ausprägung einer 
chronischen Abstoßung ist. Betrachtet man den Einfluss von MP auf die 
immunmodulierenden Zellen, so stellt man fest, dass die Anzahl der infiltrierten 
Leukozyten (CD11a bzw. CD18) bzw. Makrophagen (ED1) gegenüber den Werten der 
unbehandelten Kontrolle (0-Kontrolle) nur gering vermindert waren. Von POD 20 auf 
30 zeigte die MP-Gruppe einen signifikanten Anstieg der Leukozyten (CD11a) sowie 
eine nicht signifikante Zunahme der Makrophagen (ED1) und ähnelt damit im 
Verhalten der 0-Kontrolle. Aus diesen Ergebnissen wird deutlich, dass MP eine anti-
inflammatorische Wirkung besitzt, jedoch die alleinige Bolusgabe von MP nicht 
ausreicht die inflammatorische Zellinfiltration in der späten Phase der akuten 
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Abstoßung ausreichend zu supprimieren. Der positive gefärbte Anteil des 
Gefäßendothels (Marker: ICAM-1 bzw. P-Selektin) der MP-Gruppe weist ebenfalls nur 
geringe, nicht signifikant erniedrigte Differenzen zur unbehandelten 0-Kontrolle auf und 
zeigt ähnliche Werte an POD 20 und 30. Am POD 60 und 100 kristallisierte sich 
deutlich heraus, dass die Ausbildung der chronischen Abstoßung in der MP-Gruppe 
ebenso wenig wie in der 0-Kontrolle verhindert werden konnte. Aus den vorangegangen 
Ergebnissen können wir schließen, dass durch die MP-Gabe am Zenit der akuten 
Abstoßung eine gering verminderte inflammatorische bronchiale Reaktion resultierte, 
das Lungengewebe jedoch bereits soweit vorgeschädigt war, dass eine chronische 
Abstoßung nicht verhindert werden konnte.  
Damit bestätigt unsere Studie einerseits, dass der frühzeitigen Therapie der akuten 
Abstoßung in der initialen Phase eine wichtige Bedeutung zukommt, um die chronische 
Abstoßung zu verhindern oder abzumildern. Andererseits zeigen wir, dass eine zu 
einem späteren Zeitpunkt mit Kortikosteroiden behandelte akute Abstoßung effektiv 
vermindert werden kann, diese jedoch bereits so weit fortgeschritten ist, dass die 
Inflammation persistiert und einen Risikofaktor für die Entstehung der chronischen 
Abstoßung darstellt. Eine Option würde neben der frühen postoperativen MP- 
Applikation die prä- oder intraoperative Gabe von Kortikosteroiden darstellen. Gemäß 
Land et al. (2006) gibt es vier Indikationen, bei denen Kortikosteroide bei der klinischen 
Organtransplantation eingesetzt werden können: intraoperativ in Form von i.v. 
Bolusinjektionen, postoperativ im Sinne einer oralen Basistherapie                        
(Induktion-/Erhaltungstherapie), bei akuter Abstoßung als i.v. Puls-Injektion sowie bei 
chronischer Transplantatdysfunktion als i.v. oder orale Gabe. Die Aussagen zum 
präoperativen Einsatz von Kortison sind widersprüchlich (Park et al. 2001). Die 
präoperative Gabe wurde oft in Zusammenhang mit postoperativen Insuffizienzen der 
Bronchusnaht gebracht und somit vermieden. Park et al. (2001) zeigte allerdings anhand 
73 lungentransplantierten Patienten, von welchen 26 präoperativ Kortikosteroide und 47 
keine Steroidtherapie erhielten, dass die präoperative Gabe von Steroiden das 
postoperative Outcome nicht beeinflusst. Die präoperative Gabe von Kortisonpräparaten 
führte zu keiner erhöhten Rate an insuffizienten Bronchusnähten, nahm jedoch auch 
keinen Einfluss auf die akute Abstoßung oder BO. Lediglich die Rate an bronchialen 
Stenosen war signifikant reduziert. 
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Auch der längere postoperative Einsatz von MP muss kritisch betrachtet werden, da 
Kortison mit einer Vielzahl an Nebenwirkungen assoziiert ist. Neben Hypertonie, 
Hyperlipidämie, Glukoseintoleranz, Osteoporose, Katarakt, Glaukom sowie 
Gewichtszunahme sind in der Transplantationsmedizin vor allem die bereits erwähnten 
durch Kortikosteroide bedingten Anastomoseninsuffizienzen gefürchtet, so dass die 
therapeutische Konsequenz aus einem frühzeitigen und ausschleichenden Absetzen der 
Kortikosteroide besteht (Walker et al. 2009). Aus diesem Grund beschäftigt sich die 
aktuelle klinische Forschung auf dem Gebiet der Immunsuppression intensiv mit der 
Erprobung steroidfreier bzw. –armer Protokolle (Land 2006). Mit der Verfügbarkeit 
neuerer Immunsuppressiva rückt dieses Ziel des frühzeitigen Steroidausschleichens 
wieder in das transplantationsmedizinische Interesse. Der m-TOR-Inhibitor Everolimus 
könnte eine Alternative zu der postoperativen Steroidtherapie nach LTx darstellen.  
 
Everolimus, ein neuentwickeltes Immunsuppressivum von Novartis, ist ein 
makrozyklisches Lakton, welches die durch Wachstumsfaktoren stimulierte 
Proliferation von Lymphozyten und mesenchymalen Zellen inhibiert (Nashan 2002; 
Schuler et al. 1997). Es unterbricht damit die Signalübertragung zwischen IL-2 und der 
klonalen Expansion der T-Zellen (Manger 2004, Hentges et al. 2001; Sehgal 2003). 
Everolimus wird bereits erfolgreich in der Herzchirurgie zur Hemmung der Proliferation 
der Myointima und der allogenen Vaskulopathie bei herztransplantierten Patienten 
eingesetzt (Salminen et al. 2000; Eisen et al. 2003). Diese Ergebnisse legen nahe, dass 
der m-TOR-Inhibitor in der Lage sein könnte, den fibroproliferativen Prozess und die 
BO auch in Empfängerlungen von lungentransplantierten Patienten zu unterdrücken. 
Einige Studien haben sich in den letzten Jahren mit dem Wirkungsspektrum des relativ 
„jungen“ Immunsuppressivums beschäftigt. In einem Tiermodell von Simler et al. 
(2002) konnte RAD die Kollagenablagerung bei einer durch Bleomycin induzierten 
Lungenfibrose reduzieren (Simler et al. 2002). Weitere Studien im Bereich der Herz- 
und Gefäßchirurgie wiesen nach, dass durch den Einsatz von RAD-beschichteten Stents 
das Wachstum von Neointima im Stent sowie die Restenose nach koronarer 
Angioplastik in Tieren sowie Menschen verhindert werden konnte (Farb et al. 2002; 
Grube und Büllesfeld 2002). Azzola et al. (2004) zeigte in einer experimentellen Arbeit, 
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dass Everolimus ein potenter Inhibitor der Proliferation von humanen 
Lungenfibroblasten in vitro ist (Azzola et al. 2004). Dabei konnte eine Reduktion der  
Fibroblastenproliferation von letztendlich 50% erreicht werden bei Everolimus-
Konzentrationen, die unter den im Klinikalltag erreichten Konzentrationen lagen. 
Andere Immunsuppressiva wie Ciclosporin A, FK506 oder Azathioprin zeigten bei 
Azzola et al. erst bei höheren Dosen eine relevante antiproliferative Wirkung. In einer 
experimentellen Studie von Van der Poel et al. 2003 wird des Weiteren von einem 
antikarzinogenen Effekt von Rapamycin ausgegangen bei dem die SMAD 
Signalkaskade eine wichtige Rolle spielen soll (van der Poel et al. 2003). Es gab bislang 
jedoch keine aussagekräftige, dem klinischen Alltag nahe Studie, welche die Wirkung 
von einer Kombinationstherapie aus Everolimus mit Kortikosteroid-Boli auf die 
chronische Abstoßung nach LTx in vivo untersucht hat. 
Everolimus wird durch das von zahlreichen Medikamenten beanspruchte Zytochrom-
P450-3A4 (CYP3A4) der Leber metabolisiert, wobei sich zahlreiche potenzielle 
Interaktionen mit anderen Medikamenten ergeben können (Kawahara et al. 2011). Eine 
in mehreren experimentellen Studien dokumentierte Wechselwirkung ist der 
Synergismus zwischen Everolimus und dem Calcineurin-Inhibitor Cyclosporin A 
(Hausen et al. 1999; Schuurman et al. 1997), welcher ebenfalls über den metabolischen 
Zytochrom-P450-3A4-Pathway ausgeschieden wird (Kawahara et al. 2011).                
Die Kombination aus CsA und Everolimus zeigte bisher sowohl im Modell der LTx als 
auch in klinischen Studien zu Herz - und  Nierentransplantationen eine exzellente 
immunsuppressive Wirkung. In einem Schweinemodell zur chronischen Abstoßung 
nach LTx konnte Salminen et al. (2000) zeigen, dass durch eine Triple-
Immunsuppression aus Steroiden, Cyclosporin A und Everolimus die Epitheldestruktion 
sowie die Obliteration der bronchialen Lumina bei der BO verhindert werden konnte 
(Salminen et al. 2000). Im Gegensatz zu dem Calcineurin-Inhibitor Cyclosporin A 
zeigte Everolimus bislang keine nephrotoxische Wirkung, in Kombination mit 
Cyclosporin A kam es jedoch zu einer Erhöhung des Kreatininspiegels (Snell et al. 
2006). Aufgrund des synergistischen Effekts ist die zusätzliche Gabe von Everolimus zu 
Cyclosporin A und Steroiden bereits für Nieren- und Herztransplantationen zugelassen 
(Koch 2009). Durch seine geringe Nephrotoxizität könnte Everolimus auch eine 
Alternative zu einem klassischen Calcineurin-Inhibitor darstellen. 
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Die Gabe von Everolimus ist aber auch mit Nebenwirkungen verbunden, auf welche im 
Folgenden näher eingegangen werden soll (siehe Abbildung 4.3). In einer 
internationalen, randomisierten Doppelblindstudie von Snell et al. (2006), in welcher 
die Wirkung von Everolimus mit Azathioprin nach LTx verglichen wurde, fiel das 
häufigere Auftreten von Hyperlipidämie (Triglyderidämie, Cholesterinämie) im 
Zusammenhang mit Everolimus auf (Snell et al. 2006). Dies entspricht den Erfahrungen 
hinsichtlich der Everolimusgabe nach Herz- und Nierentransplantationen (Koch 2009; 
Vítko et al. 2004). Jedoch lässt sich die Hyperlipidämie mittels einer lipidsenkenden 
Therapie steuern (Kovarik et al. 2002). Des Weiteren wird im Zusammenhang mit 
Everolimus von Hämoglobin-Abfall, Thrombozytopenie sowie einer leichten 
Proteinurie berichtet (Budde et al. 2011). Everolimus kann auch gastrointestinale 
Nebenwirkungen mit Diarrhoen (Budde et al. 2011) sowie Wundheilungsstörungen 
verursachen (Dandel et al. 2010). Snell et al. (2006) berichtet von einem vermehrten 
Auftreten von bakterieller Pneumonie sowie Pilzinfektionen (Snell et al. 2006). In 
wenigen Fällen soll die Kombination von Everolimus mit einem Calcineurin-Inhibitor 
das Auftreten eines hämolytisch-urämischen Syndroms nach LTx begünstigt haben 
(Lovric et al. 2011).  
Auch in dem vorliegenden Versuch wurden Nebenwirkungen beobachtet. Bei einigen 
Tieren mit niedrigerem Anfangsgewicht kam es durch die Everolimustherapie zu einer 
deutlichen Gewichtsreduktion. Diese Auffälligkeit wurde in einer weiterführenden 
Studie unserer Arbeitsgruppe berücksichtigt (von Süßkind-Schwendi et al. 2012) und 
die Gewichtsverläufe vor, während und nach der Everolimusgabe aufgezeichnet. Es 
bestätigte sich ein deutlicher Gewichtsverlust bei Tieren mit niedrigem 
Ausgangsgewicht (< 250g), die zum Teil zum Tod der Tiere führte. Tiere mit erhöhtem 
Ausgangsgewicht überlebten die LTx und zeigten nach einem initialen Gewichtsverlust 
eine Erholungstendenz. Deblon et al. (2011) beobachtete bei einer Dauertherapie mit    
m-TOR-Inhibitoren ebenfalls einen Gewichtsverlust im Rattenmodell, welchen er mit 
einer verminderten Nahrungsaufnahme der Tiere begründete. Er beobachtete zudem 
eine Glucoseintoleranz, Hyperinsulinämie und Hyperglykämie bei den Ratten (Deblon 
et al. 2011). In unserer Studie wurden keine regelmäßigen Kontrollen der 
Nahrungszufuhr der Ratten durchgeführt. Wir vermuten basierend auf Deblon et al. 
(2011), dass eine Behandlung mit m-TOR-Inhibitoren bei Ratten mit erhöhtem 
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Ausgangsgewicht einen Verlust an Körperfettmasse induzieren kann. Identische 
Beobachtungen nach gleicher Everolimus-Dosierung (2,5 mg/kg/Tag) machte auch 
Hausen et al. (1999; 2000). In seinem Versuchsaufbau erfolgte erst durch eine 
zeitverzögerte Gabe von Everolimus (plus Cyclosporin) eine Erholungstendenz der 
Tiere mit verbesserter Fellpflege, erhöhter Aktivität sowie ein Sistieren der Diarrhoe. 
Schlussfolgernd kann in unserer Studie nicht ausgeschlossen werden, dass auch bei 
gezielter und abgestimmter Dosierung von Everolimus Nebenwirkungen auftreten. Die 
bei Hausen et al. (1999; 2000) eingetretenen Nebenwirkungen im Rattenmodell der 
akuten Abstoßung traten bei gemessenen Everolimus - Talspiegeln von 16-27 µg/L auf 
(Hausen et al. 1999; Hausen et al. 2000), ein Bereich der weit über dem im klinisch 
gemessenen Blutspiegelwerten von 6-12 µg/L liegt (Snell et al. 2006). Ein Blutabnahme 
zur Bestimmung der Talspiegel von Everolimus erfolgte in unseren Versuchen nicht, 
doch vermuten wir ähnlich hohe Spiegel wie Hausen et al. (1999; 2000), da er die 
identische Everolimusdosis wie in der vorliegenden Studie verwendete (2.5mg/kg/Tag).  
Neben der Gewichtsabnahme wurden in unserem Modell auch histologische pulmonale 
Veränderungen festgestellt. In der histologischen Auswertung wurde bei etwa der Hälfte 
der Tiere eine Anhäufung von schaumartig veränderten Alveolarmakrophagen in den 
Alveolarräumen der rechten und syngen transplantierten Lungen gesehen. Die 
Alveolarmakrophagen traten zum Teil begleitet von isolierten Lymphozyten sowie einer 
diskreten Vergrößerung der Alveolarsepten auf. Das Vorkommen derartig veränderter 
Alveolarmakrophagen in den Lungen von Everolimus-behandelten Patienten wurde 
bereits in Einzelfällen nach Nieren- sowie Herztransplantation beschrieben (Otton et al. 
2009; Ponticelli et al. 2011). Expósito et al. (2008) berichtete über das Auftreten eines 
nicht-infektiösen pulmonalen Syndroms unter Everolimusgabe bei zwei 
herztransplantierten Patienten. Histologisch zeigte sich in der transbronchialen Biopsie 
eine interstitielle organisierte Pneumonitis mit fibrinösen intraalveolären Exsudaten, 
fibrotischen Anteilen und Lymphozyteninfiltraten, jedoch keine schaumartig 
imponierenden Alveolarmakrophagen wie in unserer Studie (Expósito et al. 2008). In 
den Fallberichten von Expósito konnten keine erhöhten Entzündungsparameter 
nachgewiesen werden und die Patienten sprachen nicht auf eine Breitbandantibiose an. 
Erst bei Absetzten von Everolimus besserte sich der Zustand der Patienten klinisch 
sowie radiologisch, was auf eine pulmonale Toxizität von Everolimus schließen ließ. In 
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dem vorliegenden Rattenmodell können daher bei einer Dauertherapie mit einer 
Everolimusdosis von 2,5mg/kg/Tag keine pulmonalen Nebenwirkungen ausgeschlossen 
werden. Es muss jedoch angemerkt werden, dass die Tiere außer den histologischen 
Auffälligkeiten keinerlei spezifische Krankheitssymptome zeigten. 
  
 
Abbildung 4.3: Überblick über das Nebenwirkungsprofil von Everolimus (Auszug) erstellt anhand 
aktueller Studienlage (siehe Abbildung und Text); NW= Nebenwirkungen, Hb= Hämoglobin. 
 
Bislang gibt es im Bereich der LTx keine Studie, welche in vivo den Effekt von 
Everolimus in Kombination mit Kortikosteroid-Boli auf die Abstoßungsreaktion nach 
LTx untersucht. Die vorliegende Studie dient dazu, den Effekt des m-TOR-Inhibitors 
auf die chronische Abstoßung darzustellen, so dass Everolimus zum Zeitpunkt der 
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maximalen akuten Abstoßung, am POD 14, gegeben wurde (Gruppe III). Histologisch 
bewirkte die Kombination aus Everolimus und MP einen signifikanten Rückgang des 
akuten Geschehens am POD 30 im Vergleich zu der MP-Gruppe bzw. 0-Kontrolle. Dies 
war zum einen an der verminderten perivaskuläre sowie peribronchialen 
Entzündungsreaktion am POD 30 (ISHLT-Score A: 2,8 [POD 20] vs. 1.8 [POD 30] 
bzw. B: 3.2 [POD 20] vs 2.1 [POD 30]) zu sehen, zum anderen kam es zu einer 
Reduktion der Anzahl der Entzündungszellen. Bereits sechs Tage nach Gabe des         
m-TOR-Inhibitors war die Anzahl der Lymphozyten deutlich gegenüber der MP-und   
0-Kontrolle verringert (CD11a: signifikanter Abfall bzw. CD18: insignifikanter Abfall). 
Auch die Endothelaktivität (ICAM-1) zeigte sich in der Everolimusgruppe am POD 30 
signifikant gegenüber der MP-Gruppe und 0-Kontrolle vermindert. Die Expression des 
Makrophagenmarkers ED1 war in der Everolimusgruppe am POD 20 initial 
vergleichbar mit der MP-Gruppe nahm jedoch im Verlauf von POD 20 auf 30 nicht 
signifikant ab und lag damit unter den Werten der MP-Gruppe bzw. 0-Kontrolle. Auch 
bei den Lymphozytenmarkern CD11a und CD18 kam es am POD 30 zu einer Reduktion 
der Leukozytenzahl, welche signifikant gegenüber der MP-Gruppe bzw. 0-Kontrolle 
vermindert waren. Die Aktivität des vaskulären Endothels war in der Everolimusgruppe 
am POD 30 um 35% (ICAM-1) bzw. 12% (P-Selektin) erniedrigt verglichen mit POD 
20. Auch in der Studie von Zou et al. (1999) über den Effekt von SDZ-Rad 
(0,5mg/kg/d) auf die chronische Abstoßung nach Nierentransplantation konnte nach 
einem Zeitraum von 24 Wochen unter anderem ein Rückgang der infiltrierten 
Makrophagen, Lymphozyten sowie eine verringerte Expression von ICAM-1 
beobachtet werden (Zou et al. 1999). Everolimus zeigt somit einen antiproliferativen 
sowie anti-inflammatorischen Effekt sowohl auf die Makrophagen, Lymphozyten sowie 
auch auf das vaskuläre Endothel in der Phase der akuten Abstoßung. Die Anzahl der 
inflammatorischen Zellen (Makrophagen/Lymphozyten) und die Aktivität des 
Gefäßendothels in den rechten Lungen der Everolimus-Gruppe waren über den 
gesamten Zeitraum gegenüber der MP-Gruppe und 0-Kontrolle erniedrigt, was für eine 
generalisierte, antiproliferative Wirkung des m-TOR-Inhibitors spricht.  
Jedoch konnte Everolimus trotz der anti-inflammatorischen Wirkung in der akuten 
Phase die chronische Abstoßung nicht verhindern. Bereits am POD 60 nach LTx zeigte 
sich eine Okklusion von 50% der kleineren Gefäße. Die bronchialen Strukturen waren 
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nur noch vereinzelt als solche erkennbar. Am POD 100 hatte das chronische 
Abstoßungsgeschehen sein Maximum erreicht und es fand sich eine ausgeprägte 
interstitielle fibrotische Vernarbung mit perivaskulärer und –bronchialer Fibrose, 
vaskulärer Sklerose mit Endothelnekrosen sowie einer BO. Mit zunehmender 
Vernarbung gingen auch die inflammatorischen Marker (ED1, CD18/CD11a, ICAM-1, 
P-Selektin) auf eine Minimum zurück. 
Es zeigte sich also, dass die Gabe von Everolimus am Zenit der akuten Abstoßung 
keinen Einfluss auf den Verlauf der chronischen Abstoßung nimmt. Hat der Prozess der 
akuten Abstoßung einmal eingesetzt, kann die chronische Abstoßung nicht mehr 
verhindert werden. Besonders die am POD 20 in allen drei Gruppen erhöhte Anzahl der 
CD11a-positiven Leukozyten könnte eine mögliche Rolle in der Entstehung der BO 
spielen. CD11a, eine Untereinheit des LFA-1 (leukocyte function-associated antigen), 
ist ein Adhäsionsmolekül an der Leukozytenoberfläche, das eine bedeutende Rolle bei 
der alloimmunen Immunantwort einnimmt (Springer 1990). Es ist bei der Unterstützung 
der T-Helferzellfunktion, der Aktivierung zytotoxischer T-Zellen sowie natürlicher 
Killerzellen und bei der  zellvermittelten Zytotoxizität beteiligt (Springer 1990; Shier et 
al. 1996). Morikawa et al. (2001) konnte in seiner Studie zeigen, dass ein monoklonaler 
Antikörper gegen CD11a (Anti-LFA-1 mAB) das Potential hat, sowohl die akute 
Abstoßungsreaktion zu vermindern als auch die BO zu verzögern (Morikawa et al. 
2001). Es lässt sich vermuten, dass eine Erhöhung von CD11a in der akuten 
Abstoßungsphase eine Kaskade zur Entwicklung der chronischen Abstoßung anregt. 
Die genauen zugrundeliegenden Mechanismen sind noch nicht vollständig geklärt. 
Bekannt ist lediglich, dass  das CD11a – Molekül mit einer Tyrosinkinase verbunden 
ist, welche über die Aktivierung von Phospholipase-C-Gamma-1 zu einer Mobilisierung 
von intrazellulärem Kalzium führt (Kanner et al. 1993). In der vorliegenden Arbeit 
konnte durch die Everolimus-Applikation am POD 14 zwar eine Verminderung CD11a-
positiver Leukozyten am POD 30 erreicht werden, vermutlich hat aber die 
vorausgegangene Erhöhung der CD11a-Moleküle (POD 20) bereits die Kaskade eines 
chronischen fibroobliterativen Prozesses initiiert, welche sich konsekutiv nicht mehr 
inhibieren lässt.  
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Nun stellt sich die Frage, ob eine frühere Gabe von Everolimus, d. h. bereits vor 
Ausprägung der akuten Abstoßung, einen Effekt auf den Verlauf der chronischen 
Abstoßung haben könnte. Bezüglich dieser Fragestellung wurden in unserer 
Arbeitsgruppe unter der Leitung von Frau Dr. med. vet. Marietta von Süßkind-
Schwendi weitere Versuchsreihen durchgeführt. Everolimus wurde in der gleichen 
Dosis (2,5mg/kg/d) zu unterschiedlichen Zeitpunkten, nämlich am POD 0, 7 und 14 bis 
POD 60 appliziert. Von Süßkind-Schwendi et al. (2012) konnte zeigen, dass weder die 
frühe Gabe (POD 7 bis 60) noch die spätere Gabe (POD 14 bis 60) Einfluss auf das 
Fortschreiten der chronischen Abstoßung hatten. Lediglich die Applikation des m-TOR-
Inhibitors unmittelbar nach LTx (POD 0 bis 60) konnte das Fortschreiten der BO und 
vaskulären Sklerose inhibieren. Diese Ergebnisse führen vor Augen, welchen 
bedeutenden Einfluss der Zeitpunkt der Everolimusapplikation auf den postoperativen 
Verlauf nimmt. 
 5 AUSBLICK 
 
 
Schlussfolgernd lässt sich festhalten, dass die Gabe des m-TOR-Inhibitors Everolimus 
durchaus antiproliferative Wirkung auf immunmodulierende Zellen und Fibroblasten 
zeigte, jedoch langfristig die fibroproliferative Entwicklung einer BO nicht verhindern 
konnte. Eine höhere Dosis des m-TOR-Inhibitors ist keine Option, da die Toxizität die 
therapeutische Wirksamkeit limitiert. Eine weitere Möglichkeit stellt der frühzeitige 
Einsatz von Everolimus nach LTx dar, was in den nachfolgenden Versuchen unserer 
Arbeitsgruppe untersucht wurde. Von Süßkind-Schwendi et al. (2012) konnte zeigen, 
dass die unmittelbare postoperative Gabe von Everolimus nach LTx (POD 0-60) das 
Potenzial hat, die chronische Abstoßung mit einer BO zu inhibieren. In welchem Maß 
sich diese in vivo Ergebnisse auf die klinische Situation übertragen lassen, kann nicht 
beantwortet werden. Jedoch stellt die frühzeitige Gabe eines m-TOR-Inhibitors 
beispielsweise im Rahmen einer Triple-Immunsuppression einen vielversprechenden 
Ansatz dar. Einige Studien weisen jedoch darauf hin, dass die Frühtherapie mit m-TOR-
Inhibitoren nach soliden Organtransplantationen wie Herz-, Lunge-, Niere oder Leber 
mit vermehrten Wundheilungsstörungen und Nahtinsuffizienzen verbunden sein könnte 
(Kuppahally et al. 2006, Valente et al. 2003, Groetzner et al. 2004). Kuppahally et al. 
(2006) zeigte bei herztransplantierten Patienten einen signifikant erhöhten Anteil an 
Wundheilungsstörungen, Pleura- und Perikardergüssen nach postoperativem Einsatz des 
m-TOR-Inhibitors Sirolimus als nach immunsuppressiver Therapie mit MMF. 
Basierend auf seinen Ergebnissen empfiehlt er einen verspäteten Einsatz von m-TOR-
Inhibitoren im postoperativen Verlauf nach Abschluss der Wundheilung (Kuppahally et 
al. 2006). Eine alternative Einsatzmöglichkeit von Everolimus wäre die Kombination 
mit einer nicht-medikamentösen Therapie der akuten und chronischen Abstoßung nach 
LTx. Ein Beispiel hierfür wäre die Kombination von Rapamycin mit der 
extrakorporalen Photophorese, ein seit 1970 etabliertes Verfahren der 
Photochemotherapie, das bei Leukozyten mittels UVA-Licht (320-400 nm Wellenlänge) 
und Psoralen (8-Methoxypsoralen) eine Apoptose auslösen kann (Parrish et al. 1974). 
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Die Gabe von Everolimus in Kombination mit anderen Immunsuppressiva sowie 
alternativen Verfahren sollte jedoch in weiteren Studien erprobt werden um eine 
ausreichende Immunsuppression mit geringer Toxizität erreichen zu können.  
 
 
 
 
 6 ZUSAMMENFASSUNG 
 
 
Für Patienten mit Lungenerkrankungen im Endstadium stellt die Lungentransplantation 
(LTx) oftmals die letzte Therapiemöglichkeit dar. Während das Kurzzeitüberleben der 
Patienten kaum eingeschränkt ist, überleben nur 56% der lungentransplantierten 
Patienten das fünfte und nur 26% der Patienten das zehnte postoperative Jahr. 
Hauptursache für die hohen Mortalitätsraten nach LTx ist die Ausbildung einer 
chronischen Abstoßung in Form eines Bronchiolitis obliterans Syndroms, dessen 
Intensität vor allem von dem Schweregrad und der Häufigkeit der vorausgegangenen 
akuten Abstoßung abhängig ist. In der vorliegenden Arbeit wurde der Einfluss des erst 
vor einigen Jahren entdeckten m-TOR-Inhibitors Everolimus, welcher die 
Wachstumsfaktor-stimulierte Proliferation von T-Zellen hemmt, auf die chronische 
Abstoßung untersucht. Dazu wurden in einem an die klinische Situation angelehnten, 
schwach allogenen Inzuchtmodell (F344[RT1]
lvl
 > WKY[RT1]
l
) der Ratte eine 
orthotope linksseitige LTx durchgeführt. Die Ratten wurden in drei Gruppen unterteilt, 
die Gruppe I erhielt keine Immunsuppression, die Gruppe II erhielt MP (10mg/kg i.p.) 
als Bolus an POD 14 bis 16 und die Gruppe III erhielt Everolimus (2.5mg/kg i.g) 
kontinuierlich ab POD 14 bis POD 100 zusammen mit MP wie in Gruppe II. Die Tiere 
in Gruppe II und III erhielten die Immunsuppressiva erst ab POD 14, das heißt nach 
Ausbildung einer akuten Transplantatabstoßung, so dass der Effekt von Everolimus und 
MP auf die chronische Abstoßung untersucht werden konnte. Am POD 20, 30, 60 und 
100 wurden die Lungen geschnitten, gefärbt und die histologischen Präparate 
hinsichtlich der Ausprägung der akuten und chronischen Abstoßung ausgewertet. In der 
ersten Gruppe ohne jegliche immunsuppressive Therapie entwickelte sich in den ersten 
14 Tagen eine akute Abstoßungsreaktion, die sich am POD 100 zu dem Vollbild einer 
chronischen Abstoßung mit obliterativer Bronchiolitis und vaskulärer Sklerose 
ausgebildet hat. Die zweite Gruppe unter MP verhielt sich ähnlich zu der ersten Gruppe. 
Die Everolimus-Gruppe (III) zeigte am POD 30 eine signifikant verminderte Anzahl der 
infiltrierten Lymphozyten (CD11a, CD18), eine insignifikante Reduktion der 
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Makrophagen (ED1) und einen signifikant verminderten Anteil des aktivierten 
Endothels (ICAM-1) im Vergleich zu den beiden anderen Gruppen. Jedoch konnte der 
chronische Verlauf mit Ausbildung einer Bronchiolitis obliterans nicht verhindert 
werden. In allen drei Studiengruppen nach allogener LTx zeigte sich nach 100 Tagen 
die maximale Ausprägung der chronischen Abstoßung mit obliterativer Bronchiolitis 
und vaskulärer Sklerose. Damit konnte Everolimus - anders als in den 
Studienergebnissen nach Herz- oder Nierentransplantation - den Verlauf der 
chronischen Abstoßung nach LTx nicht verzögern oder verhindern.  
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 8 ANHANG 
 
 
8.1  Messwerte 
 
Im Folgenden sind alle histologischen Messwerte dieser Studie tabellarisch aufgeführt, 
welche als Grundlagenmaterial zur Erstellung der abgebildeten Grafiken in der 
vorliegenden Arbeit dienten. Bezüglich der Ermittlung der einzelnen Daten siehe den 
Abschnitt Material und Methoden (Kapitel 2). 
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Tabelle 8.1 A – C: Auswertung der Grade der akuten und chronischen Abstoßung gemäß ISHLT der 0-
Kontrolle (A), der MP-Gruppe (Gruppe II) (B) sowie der RAD-Gruppe (Gruppe III)  (C). 
 A                   ISHLT-Klassifikation der Gruppe I (0-Kontrolle) 
 
          
Linke Lunge Tier A B C D 
Tag 5 FW1- 23 0 0,5 0 0 
  FW1- 24 0 0 0 0 
  FW1- 25 0 1 0 0 
  FW1- 26 0 0 0 0 
  FW1- 27 0 0 0 0 
  Mittelwert 0 0,3 0 0 
  STABW 0 0,4 0 0 
Tag 15 FW1- 18 n.a. n.a. n.a. n.a. 
  FW1- 19 2,5 2 0 0 
  FW1- 20 1 3 0 0 
  FW1- 21 3,5 3,5 0 0 
  FW1- 22 3 3 0 0 
  Mittelwert 2,5 2,9 0 0 
  STABW 1,1 0,6 0 0 
Tag 30 FW1- 13 3 2 1,5 1 
  FW1- 14 2 3 2 2 
  FW1- 15 2 2 3 3 
  FW1- 16 1 2,5 3 2 
  FW1- 17 2 3 2 2 
  Mittelwert 2 2,5 2,3 2 
  STABW 0,7 0,5 0,7 0,7 
Tag 60 FW1- 07 0 0 3,5 3,5 
  FW1- 08 1 2 3,5 3 
  FW1- 09 2,5 2 3 3 
  FW1- 11 0 0 4 3,5 
  FW1- 12 0 0 3 3 
  Mittelwert 0,7 0,8 3,4 3,2 
  STABW 1,1 1,1 0,4 0,3 
Tag 100 FW1- 02 0 0 3,5 3,5 
  FW1- 03 0 0 2 1 
  FW1- 04 0 0 3 3 
  FW1- 06 0 0 3 3 
  FW1- 10 0 0 4 4 
  Mittelwert 0 0 3,1 2,9 
  STABW 0 0 0,7 1,1 
Tag 100 WW1- 01 0 0 0 0 
SYN WW1- 03 0 0 0 0 
  WW1- 04 0 0 0 0 
  WW1- 05 0 0 0 0 
  WW1- 07 0 0 0 0 
  Mittelwert 0 0 0 0 
  STABW 0 0 0 0 
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 B                      ISHLT-Klassifikation der Gruppe II (MP-Gruppe) 
 
          
Linke Lunge  Tier A B C D 
Tag 20 FW1- 47 3 2,5 2 1,5 
  FW1- 68 3 2,5 1 1 
  FW1- 69 2,5 1 n.a. n.a. 
  FW1- 70 2 2 2,5 3 
  FW1- 71 3 2 n.a. n.a. 
  Mittelwert 2,7 2 1,8 1,8 
  STABW 0,4 0,6 0,8 1 
Tag 30 FW1- 38 1 1 2 3 
  FW1- 39 2 n.a. n.a. 1,5 
  FW1- 40 2 1 3 3 
  FW1- 41 2 2 2 2 
  FW1- 42 1,5 n.a. 2,5 3 
  Mittelwert 1,7 1,3 2,4 2,5 
  STABW 0,4 0,6 0,5 0,7 
Tag 60 FW1- 33 0,5 0,5 3,5 3,5 
  FW1- 34 0,5 0 3 3 
  FW1- 35 0 0,5 4 4 
  FW1- 36 1 0 3 3 
  FW1- 37 0 0 2,5 3 
  Mittelwert 0,4 0,2 3,2 3,3 
  STABW 0,4 0,3 0,6 0,4 
Tag 100 FW1- 28 0 0 3 3 
  FW1- 29 0 0 4 4 
  FW1- 30 0 0 4 4 
  FW1- 31 0 0 3 3 
  FW1- 32 0 0 4 4 
  Mittelwert 0 0 3,6 3,6 
  STABW 0 0 0,5 0,5 
Tag 100 WW1- 08 0 0 0 0 
SYN WW1- 09 0 0 0 0 
  WW1- 10 0 0 0 0 
  WW1- 11 0 0 0 0 
  WW1- 12 0 0 0 0 
  Mittelwert 0 0 0 0 
  STABW 0 0 0 0 
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 C                   ISHLT-Klassifikation der Gruppe III (RAD-Gruppe) 
 
          
Linke Lunge  Tier A B C D 
Tag 20 FW1- 220 2,5 3 n.a. 1 
  FW1- 221 3 3 0 0,5 
  FW1- 222 3 4 0 1 
  FW1- 223 3 3 0 1,5 
  FW1- 224 2,5 3 0 1,5 
  Mittelwert 2,8 3,2 0 1,1 
  STABW 0,3 0,4 0 0,4 
Tag 30 FW1- 205 1 1,5 3 2,5 
  FW1- 206 2 1,5 3 2 
  FW1- 207 2 2 3,5 3 
  FW1- 208 2,5 3,5 n.a. 1 
  FW1- 209 1,5 n.a. 3 2,5 
  Mittelwert 1,8 2,1 3,1 2,2 
  STABW 0,6 0,9 0,3 0,8 
Tag 60 FW1- 215 1,5 1,5 3,5 3 
  FW1- 216 2 2 3,5 2,5 
  FW1- 217 1,5 1,5 3,5 3 
  FW1- 218 1,5 1,5 3 3,5 
  FW1- 219 1 1 3,5 3 
  Mittelwert 1,5 1,5 3,4 3 
  STABW 0,4 0,4 0,2 0,4 
Tag 100 FW1- 210 0,5 n.a. 4 3,5 
  FW1- 211 2 2 3 3 
  FW1- 212 0 n.a. 4 3,5 
  FW1- 213 2,5 2 3,5 3 
  FW1- 214 0 0 4 4 
  Mittelwert 1 1,3 3,7 3,4 
  STABW 1,2 1,2 0,4 0,4 
Tag 100 WW1- 50 0 0 0 0 
SYN WW1- 51 2 0,5 0 0 
  WW1- 52 0 0 0 0 
  WW1- 53 0 0 0 0 
  WW1- 54 0 0 0 0 
  Mittelwert 0,4 0,1 0 0 
  STABW 0,9 0,2 0 0 
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Tabelle 8.2 A – E: Immunhistochemische Messdaten der Gruppe I (0-Kontrolle) für die Marker ED1 (A), 
CD11a (B), CD18 (C), ICAM-1 (D) und P-Selektin (E)  
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Tabelle 8.3 A – E: Immunhistochemische Messdaten der Gruppe II (MP-Gruppe) für die Marker ED1 
(A), CD11a (B), CD18 (C), ICAM-1 (D) und P-Selektin (E)
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Tabelle 8.4 A – E: Immunhistochemische Messdaten der Gruppe III (RAD-Gruppe) für die Marker ED1 
(A), CD11a (B), CD18 (C), ICAM-1 (D) und P-Selektin (E) 
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